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AZM azitromicin 
bp bazni par 
CF cistična fibroza 
CLR klaritromicin  
CLSI Inštitut za klinične in laboratorijske standarde (angl. Clinical and Laboratory 
Standards Institute) 
DHPLC denaturacijska tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. Denaturing 
High-Performance Liquid Chromatography) 
ERIC enterobakterijska ponavljajoča se medgenska ohranjena zaporedja (angl. 
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1 UVOD 
Mikobakterije so aerobne, negibljive, acido- in alkoholorezistentne bakterije, ki jih uvrščamo 
v rod Mycobacterium. Celična stena mikobakterij vsebuje mikolno kislino, zaradi katere 
imajo mikobakterije določene lastnosti. Rod Mycobacterium sestavlja 175 do danes poznanih 
vrst (LPSN, 2016), ki se razdelijo v tri večje skupine:  
 sklop Mycobacterium tuberculosis (MTBC),  
 Mycobacterium leprae in 
 ostale mikobakterije, ki ne sodijo v sklop MTBC in M. leprae in jih uvrščamo v 
skupino netuberkuloznih mikobakterij (NTM) (Adékambi in Drancourt, 2004; 
Jagielski in sod., 2016). 
 
NTM so okoljski mikroorganizmi, ki jih najdemo večinoma v vodi, zemlji, hrani in na živalih. 
So saprofitski mikroorganizmi, ki lahko pod določenimi pogoji postanejo oportunistični 
patogeni in povzročajo bolezenske znake, predvsem pri imunsko oslabelih ljudeh. 
Mikobakteriozo pri človeku ali živalih lahko povzroča 25 vrst NTM, med katerimi se 
najpogosteje pojavljajo vrste iz sklopa Mycobacterium avium (MAC), v porastu pa so okužbe 
z vrstami iz sklopa Mycobacterium abscessus (MABSC). V zadnjem času je število znanih 
vrst iz rodu Mycobacterium, zaradi razvoja in optimizacije molekularnih metod, ki so 
omogočile njihovo identifikacijo, hitro naraslo (Jagielski in sod., 2016). NTM lahko 
povzročajo okužbe dihalnih poti, ki se kažejo podobno kot okužba z bakterijo  
M. tuberculosis, okužbe kože in mehkih tkiv, osrednjega živčevja, bezgavk in bakteriemijo. 
Razvoj molekularnih metod pa ni povzročil samo prepoznavo novih vrst, ampak tudi 
spremembe v klasifikaciji in taksonomiji znotraj rodu (Lee in sod., 2015).  
 
Sklop M. avium sta do nedavnega sestavljali dve poznani vrsti M. avium in Mycobacterium 
intracellulare in nekaj vrst, ki niso pripadale ne eni in ne drugi vrsti. Z novimi metodami je 
sklop MAC pridobil še 7 novih vrst, med katerimi je tudi Mycobacterium chimaera, katero so 
sprva uvrstili kot M. intracellulare (van Ingen in sod., 2012). M. chimaera je bila sprva 
poznana kot povzročiteljica okužb dihal pri osebah s cistično fibrozo (CF), kasneje pa se je 
izkazalo, da lahko povzroča tudi zunajpljučne okužbe. Posebno pozornost je zbudila, ko je 
povzročila endokarditis, ki je nastal kot posledica operacije na srcu, kjer so uporabili 
zunajtelesni krvni obtok (Sax in sod., 2015).  
 
Sklop M. abscessus sestavljajo hitrorastoče netuberkulozne mikobakterije, ki povzročajo 
predvsem okužbe kože, mehkih tkiv in pljuč pri osebah s kronično obstruktivno pljučno 
boleznijo (KOPB) in CF. Taksonomija znotraj omenjenega sklopa se je spreminjala vse od 
leta 1992 do 2013 in danes ga sestavljajo 3 podvrste: Mycobacterium abscessus subsp. 
abscessus, Mycobacterium abscessus subsp. bolletii in Mycobacterium abscessus subsp. 
massiliense (Lee in sod., 2015). Za bakterije iz sklopa M. abscessus je značilna odpornost 
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proti številnim protimikrobnim sredstvom, za katero so odgovorni tako naravni kot 
pridobljeni mehanizmi odpornosti (Nessar in sod., 2012). 
 
Številne molekularne tehnike omogočajo ločevanje sevov in izolatov med seboj in 
pripomorejo k razumevanju poteka širjenja okužbe. Molekularna metoda ERIC-PCR je 
primerna za ločevanje enterobakterijskih izolatov, ni pa veliko znanega ali z omenjeno 
metodo lahko ločimo izolate in seve znotraj sklopa MAC in MABSC. Enterobakterijska 
ponavljajoča se medgenska ohranjena zaporedja ERIC so ponavljajoči elementi DNA, ki se 
nahajajo v medgenskih regijah in so prisotni v številnih kopijah v genomu enterobakterij in 
vibrijev. Zaporedja ERIC so 127 bp dolgi odseki DNA, ki vsebujejo visoko ohranjene 
obrnjene ponovitve. Porazdelitev zaporedij ERIC v genomu bakterij je različna glede na vrsto 
in jih lahko uporabimo kot vezavna mesta začetnih oligonukleotidov za verižno reakcijo s 
polimerazo. Pomnoženo DNA lahko zaznano na agaroznem gelu, kjer dobimo različne profile 
in lahko razlikujemo bakterijske vrste in izolate med seboj (Versalovic in sod., 1991). 
1.1 NAMEN  
 
Z magistrskim delom smo želeli dobiti vpogled v zastopanost posameznih vrst in podvrst 
NTM iz sklopa M. avium in M. abscessus med kliničnimi izolati pridobljenimi iz Nacionalne 
zbirke mikobakterijskih izolatov Laboratorija za mikobakterije Klinike Golnik, ugotoviti 
prisotnost genov, povezanih z odpornostjo mikobakterij proti makrolidom in 
aminoglikozidom, in preveriti uporabnost metode ERIC-PCR na prej omenjenih skupinah 
mikobakterij. 
 
Namen dela je bil: 
 V retrospektivno analizo zajeti najmanj 100 kliničnih izolatov mikobakterij iz sklopa 
MAC in MABSC iz Nacionalne zbirke mikobakterijskih izolatov Laboratorija za 
mikobakterije Klinike Golnik. 
 Identificirati izbrane izolate z diagnostičnim kompletom GenoType NTM-DR (Hain 
Lifescience GmbH, Nehren, Germany), ki omogoča identifikacijo novejših vrst in 
podvrst mikobakterij. 
 Določiti prisotnost mutacij v genih, ki posredujejo odpornost proti makrolidom (gena 
erm(41) in rrl) in aminoglikozidom (gen rrs) pri vrstah sklopa M. avium in  
M. abscessus. 
 Preizkusiti uporabnost enostavne tipizacijske metode ERIC-PCR na obeh sklopih 
mikobakterij (MAC in MABSC). 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V sklopu magistrskega dela smo želeli preveriti naslednje hipoteze: 
 Vrsta M. chimaera (do nedavnega M. intracellulare) je pogosto izolirana iz kužnin 
bolnikov v Sloveniji in v posameznih primerih tudi klinično pomembna. 
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 Podvrsta M. abscessus subsp. bolletii je najredkejša od vseh 3 podvrst sklopa M. 
abscessus, ki so izolirane iz kužnin slovenskih bolnikov. 
 Pri večini slovenskih izolatov bakterije M. abscessus subsp. abscessus je prisoten gen 
erm(41), kar pomeni, da je večina slovenskih izolatov te podvrste odporna proti 
makrolidom. Na drugi strani pa imajo slovenski izolati M. abscessus subsp. 
massiliense nefunkcionalen gen erm(41), kar pomeni, da so ti izolati občutljivi za 
makrolide.  
 Tipizacijska metoda ERIC-PCR je uporabna tudi pri razlikovanju posameznih sevov 
med izolati mikobakterij iz sklopa M. avium in M. abscessus. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKOBAKTERIJE 
 
Mikobakterije uvrščamo v rod Mycobacterium, ki spada v deblo Actinobacteria, katerih 
skupna značilnost je visoka vsebnost gvanina in citozina v genomu. Prva opisana vrsta 
mikobakterij je bila vrsta M. leprae (takrat imenovana Bacillus leprae), ki jo je 1875 odkril 
Hansen, in je danes poznana kot povzročiteljica gobavosti pri ljudeh. Rod Mycobacterium sta 
prva opisala Lehmann in Neumann leta 1896. Rod Mycobacterium danes sestavlja 175 vrst 
(LPSN, 2016), ki se razdelijo v tri večje skupine: 
 sklop M. tuberculosis (MTBC) 
 M. leprae  
 ostale mikobakterije, ki niso v sklopu MTBC in M. leprae in jih imenujemo 
netuberkulozne mikobakterije (Jagielski in sod., 2016). 
 
Za razliko od MTBC in M. leprae, so NTM okoljski mikroorganizmi, ki jih najdemo v prostih 
vodah, zaprtih vodnih sistemih, zemlji, živalih in hrani (Jagielski in sod., 2016). 
 
Glavna značilnost rodu Mycobacterium je prisotnost mikolne kisline v celični steni. Celična 
stena je zgrajena iz več slojev, ki jih sestavljajo topni proteini, ogljikovi hidrati, glikolipidi in 
tri netopne makromolekule: arabinogalaktan, peptidoglikan in mikolna kislina pod skupnim 
imenom mikoilarabinogalaktanpeptidoglikan. Vse mikobakterije imajo v celični steni še 
lipoarabinomanan, ki je pritrjen na plazemsko membrano. Mikoilarabinogalaktanpeptidoglikan 
in lipoarabinomanan imata imunogene lastnosti enake LPS-u pri ostalih bakterijskih vrstah. 
Hidrofobne lastnosti molekul v celični steni olajšajo mikobakterijam tvorbo biofilma, 
omogočijo zadrževanje bakterij v aerosolih, vezavo na delce in posreduje odpornost proti 
različnim protimikrobnim sredstvom. Zaradi mikolne kisline so mikobakterije acido- in 
alkoholorezistentne in se s klasičnimi metodami barvanja po Gramu ne obarvajo. Za barvanje 
mikobakterij se uporablja barvanje po Ziehl-Neelsen-u. NTM so aerobni, oligotrofni 
mikroorganizmi, ki so zmožni rasti v okoljih z nizkimi koncentracijami hranil in ogljika in so 
konkurenčni v boju za obstanek v neugodnih razmerah. Počasnejša rast mikobakterij je 
posledica prisotnosti mikolne kisline, ki zmanjša prepustnost celične stene tako za hranila kot 
tudi za protimikrobne snovi. Kompleksna povezava komponent v celični steni je odgovorna 
za odpornost proti številnim protimikrobnim sredstvom. Poleg tega imajo NTM nizko število 
operonov za rRNA, kar je omejujoč dejavnik pri sintezi proteinov (Jagielski in sod., 2016; 
Falkinham, 2009; Inderlied in sod., 1993). 
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Slika 1: Shematski prikaz strukture celične stene mikobakterij (Inderlied in sod., 1993) 
2.2 NETUBERKULOZNE MIKOBAKTERIJE 
 
Na podlagi hitrosti rasti na trdnih gojiščih delimo NTM v dve skupini: hitro in počasi rastoče 
NTM. Hitro rastoče NTM zrastejo na trdnih gojiščih v manj kot 7 dneh, pri počasi rastočih pa 
potrebujemo več kot 7 dni, da pridobimo vidne kolonije. Med počasi rastoče uvrščamo 
bakterije iz sklopa M. avium in Mycobacterium kansasii, ki se od hitro rastočih predvsem 
razlikujejo v občutljivosti za protimikrobne snovi. Med hitro rastočimi mikobakterijami je  
M. abscessus najpomembnejši povzročitelj okužb dihal (Koh in sod., 2014). 
 
NTM so oportunistični patogeni, ki lahko vodijo v nastanek različnih obolenj pri imunsko 
oslabelih ljudeh. Od vseh poznanih mikobakterijskih vrst je 25 takih, ki pogosteje povzročajo 
mikobakteriozo pri človeku. Vrste sklopa M. avium in M. kansasii najpogosteje povzročata 
pljučno mikobakteriozo, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium marinum sta lahko vzrok 
za nastanek lezij in granulomov na koži, M. abscessus, Mycobacterium fortuitum in 
Mycobacterium chelonae pa so glavni povzročitelji okužb mehkih tkiv in kosti. Število 
poznanih vrst NTM, ki lahko povzročajo bolezenske znake, je v zadnjih letih naraslo zaradi 
razvoja izboljšanih molekularnih metod za identifikacijo novih vrst. Kljub naraščanju števila 
okužb z NTM, dejanska prevalenca še ni popolnoma jasna. Če bi želeli dobiti natančno 
epidemiološko sliko na svetovni ravni, bi bilo potrebno izvesti še veliko študij, primerjav iz 
različnih geografskih lokacij (Jagielski in sod., 2016).  
 
Okolje predstavlja za človeka glavni vir okužbe z NTM. Izolirali so jih iz naravnih vod, 
vodovodnega omrežja iz domačega okolja, bolnišnic, termalnih kopalnih objektov, gozdnih 
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tal in mokrišč. NTM lahko rastejo pri nizkih vrednostih pH in pri različnih temperaturnih 
razponih (Falkinham, 2009). 
 
Izolacija in identifikacija NTM iz kliničnih vzorcev še ne pomeni, da so vzrok za nastale 
simptome bolezni, ker so NTM okoljski mikroorganizmi in je izolacija lahko posledica 
naključne kontaminacije ali pa prehodne kolonizacije bolnika. Prav zato je potrebno 
ovrednotiti na ravni posameznega bolnika ali gre za klinično pomemben izolat ali le za 
naključno izolacijo. NTM lahko povzročajo simptomatske in asimptomatske okužbe. 
Smernice, ki opredelijo izolate kot klinično pomembne, so zapisane v smernicah Ameriškega 
torakalnega združenja (ATS) (Griffith in sod., 2007).  
 
V večini evropskih držav potekata detekcija in identifikacija NTM v kužninah ljudi s pomočjo 
mikroskopskega razmaza in kultivacije na trdnih in tekočih gojiščih. V 10 evropskih državah 
so najpogosteje izolirane vrste M. avium, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium xenopi, 
M. intracellulare in M. fortuitum. NTM so izolirane lahko tako iz primarno sterilnih kot tudi 
iz primarno nesterilnih vzorcev, med katerimi prevladuje izolacija iz izmečka, ki je 
najpogosteje sprejeta kužnina v klinični laboratorij za diagnostiko mikobakterij. Izolacija 
NTM iz primarno nesterilnih vzorcev, kot je izmeček, skupaj z ustrezno klinično sliko, 
izpolnjenimi mikrobiološkimi kriteriji, ki izključujejo možnost, da gre za okužbo z bacili 
MTBC ali drugim boleznim s podobno klinično sliko in ustrezno radiografsko sliko, lahko 
nakazuje na mikobakteriozo (van der Werf in sod., 2014). 
 
 
Slika 2: Rast mikobakterij iz sklopa Mycobacterium avium (levo) in sklopa Mycobacterium abscessus (desno) na 
trdnem gojišču Löwenstein-Jensen 
2.2.1 Epidemiologija sklopa Mycobacterium avium in Mycobacterium abscessus 
 
NTM so okoljski mikroorganizmi, prisotni po celem svetu in pozornost so zbudili v zadnjem 
desetletju. Število izolatov NTM po svetu je precej visoko, vendar so okužbe z NTM bolj 
opazne v državah z nizko incidenco okužbe z MTBC. V industrializiranih državah je 
incidenca okužbe z NTM od 1,0–1,8 na 100 000 prebivalcev, ker pa okužbe z NTM ne sodijo 
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med prijavljive bolezni, podatki o incidenci zelo variirajo. Geografski dejavniki in klimatske 
razmere pomembno vplivajo na prevalenco določenih vrst NTM (Griffith in sod., 2007).  
 
Hoefsloot in sod. (2013) so zbrali podatke iz leta 2008 iz 62 laboratorijev iz 30 držav celega 
sveta. Dobili so podatke o vseh bolnikih, pri katerih so bile NTM izolirane iz vzorcev 
odvzetih iz dihal, in o metodi, s katero so identificirali vrsto NTM, ter rezultat. Prikazali so, 
da MAC predstavlja 47 % vseh izolatov NTM v večini držav, sledi mu M. gordonae (11 %), 
medtem ko je M. abscessus predstavljal 3 % vseh izolatov NTM. Glede na kontinent ima 
najvišji odstotek MAC Avstralija in najnižji Južna Amerika (Preglednica 1). Japonska je 
država z najvišjim odstotkom izolatov sklopa M. avium (79 %), medtem ko na Madžarskem 
le-ti predstavljajo le 16 %. Znotraj sklopa M. avium sta najbolj poznani vrsti M. avium in  
M. intracellulare; v Severni in Južni Ameriki prevladuje M. avium, medtem ko je  
M. intracellulare najpogosteje prisoten v Avstraliji in Južni Afriki (Slika 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Prikaz porazdelitve vrst netuberkuloznih mikobakterij (NTM) in vrst iz sklopa Mycobacterium avium 
(MAC) glede na geografsko lego (Hoefsloot in sod., 2013) 
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Preglednica 1: Prikaz števila laboratorijev iz različnih kontinentov ter skupno število bolnikov, pri katerih so 
izolirali netuberkulozne mikobakterije (NTM) in delež, ki ga predstavljajo bakterije iz sklopa Mycobacterium 
avium (MAC) (Hoefsloot in sod., 2013) (*delež mikobakterij iz sklopa M. avium glede na število vseh izolatov 
netuberkuloznih mikobakterij)  
Kontinent Število laboratorijev Bolniki z izolati NTM  Izolati MAC * (%) 
Evropa 43 6803 2500 (36,9) 
Severna Amerika 4 4913 2553 (52,0) 
Južna Amerika 3 393 123 (31,3) 
Avstralija  1 453 322 (71,1) 
Azija 3 1974 1062 (53,8) 
Južna Afrika 2 5646 2849 (50,5) 
Skupaj 56 20182 9421 (46,7) 
 
Hitrorastoče mikobakterije, kamor spadata bakteriji M. abscessus in M. fortuitum, 
predstavljajo 1020 % vseh izolatov NTM. Visoka prevalenca je v Vzhodni Aziji, kjer 
predstavljajo 27 % vseh izolatov NTM, medtem ko v Severni Ameriki 18 %, Južni Ameriki  
16 % in Evropi 14 %. Tudi znotraj držav Azije so opazne razlike v številu izolatov 
hitrorastočih NTM. Na Japonskem predstavljajo le 6,6 %, medtem ko v Tajvanu 50 % in 
Južni Koreji 28,7 % (Hoefsloot in sod., 2013). V Tajvanu so v obdobju od 2000 do 2008 
zabeležili porast incidence okužb z NTM od 2,7 na 10,2 na 100.000 prebivalcev. Bakterije iz 
sklopa M. avium so bile najpogosteje vzrok za okužbe dihal, bakterije sklopa MABSC pa so 
prevladovale pri okužbah kože, mehkih tkiv in bezgavk (Lai in sod., 2010). Zastopanost 
posameznih podvrst sklopa M. abscessus v različnih državah, smo predstavili v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Delež posameznih podvrst mikobakterij, ki pripadajo sklopu Mycobacterium abscessus, v 
različnih državah (Koh in sod., 2014)  
Država Skupaj M. abscessus subsp. 
abscessus (%) 
M. abscessus subsp. 
massiliense (%) 
M. abscessus 
subsp. bolletii (%) 
ZDA 40 27 (67,5) 11 (27,5) 2 (5) 
Nizozemska 39 25 (64) 8 (21) 6 (15) 
Francija 50 30 (60) 11 (22) 9 (18) 
Japonska 115 69 (60) 43 (37) 3 (3) 
Tajvan 34 34 (43) 44 (56) 1 (1) 
Južna Koreja 404 202 (50) 199 (49) 3 (1) 
 
2.2.2 Mikobakterije iz sklopa Mycobacterium avium 
 
Mikobakterije, ki jih uvrščamo v sklop MAC, so acido- in alkoholorezistentni počasi rastoči 
bacili, ki lahko tvorijo rumen pigment tudi v odsotnosti svetlobe (Inderlied in sod., 1993). 
Sklop MAC sta do nedavnega sestavljali dve dobro poznani vrsti M. avium, ki jo sestavljajo  
4 podvrste (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Mycobacterium avium subsp. 
avium, Mycobacterium avium subsp. silvaticum, Mycobacterium avium subsp. hominissuis) in 
M. intracellulare ter ostali serovari, ki se niso uvrstili po lastnostih v nobeno od omenjenih 
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vrst. Vsi serovari so si med seboj zelo podobni in analiza enega filogenetskega označevalca 
ne zadošča za ustrezno klasifikacijo serovarja.  
 
Tortoli in sod. (2004) so našli homogeno gručo sevov, ki so imeli identično zaporedje 16S 
rRNA in regije 16S–23S ITS. Take seve so predhodno uvrščali samo na podlagi zaporedja 
16S rRNA in so se uvrstili kot vrsta M. intracellulare. Na podlagi zaporedja 16S–23S ITS so 
ti sevi pripadali prej poznanemu serovaru MAC-A in so se razlikovali od serovara MIN-A, ki 
je M. intracellulare, za 20 nukleotidov. Ker se je zaporedje 16S rRNA uporabljalo kot zlati 
standard za identifikacijo mikobakterijskih vrst, je pogosto prišlo do napačne prepoznave vrst 
in je bil serovar MAC-A prepoznan kot M. intracellulare. Vendar nekatere fenotipske in 
epidemiološke značilnosti kažejo, da se ti sevi razlikujejo od ostalih izolatov sklopa MAC. 
Genetska analiza 16S rRNA in 16S–23S ITS nakazuje na edinstveno taksonomsko pozicijo. 
Poleg tega imajo tudi značilen profil tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) 
analize celične stene, ki kaže, da se serovari MAC-A razlikujejo od  
M. intracellulare. Profil HPLC je sicer zelo podoben med mikobakterijskimi vrstami in se 
sestoji iz treh sklopov vrhov. Ker se tako po genotipu kot po fenotipu razlikujejo ti sevi od  
M. intracellulare, so se odločili poimenovati novo vrsto M. chimaera, ki ima naslednje 
lastnosti: počasi rastoče, nepigmentirane kolonije, ki jih tvorijo acidorezistentni, negibljivi, 
nesporogeni kokobacili. Zaporedje 16S rRNA M. chimaera se od M. intracellulare razlikuje 
za en nukleotid. Poleg biokemijskih in genetskih značilnosti je bilo tem 12 sevom skupno, da 
so bili vsi odporni proti etambutolu, izolirani pa so bili le iz vzorcev odvzetih iz dihal in 
pogosto vpleteni v okužbe dihal pri starejših ljudeh. Vrsta M. chimaera sp. nov. pripada MAC 
in ima karakteristike različnih serovarov MAC . 
 
V Nemčiji so Schweickert in sod. (2008) ponovno analizirali izolate, ki so bili identificirani 
kot M. intracellulare z metodo 16S rRNA, in so kot dodaten kriterij upoštevali še zaporedje 
regije 16S–23S ITS. Testirali so tudi metodo denaturacijske tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti (DHPLC) za identifikacijo 16S–23S ITS, kot produkta verižne reakcije s 
polimerazo. Metoda je uspešno ločila ti dve vrsti. Njihova raziskava je pokazala, da je večina 
izolatov, ki so bili predhodno poznani kot M. intracellulare, vrsta M. chimaera. 
 
Leta 2012 so van Ingen in sod. (2012) izolirali iz 3 vzorcev odvzetih iz dihal nekromogene 
mikobakterije, ki so vse imele enaki zaporedji 16S rRNA in 16S–23S ITS, ki sta bila zelo 
sorodni zaporedjem pri vrstah M. chimaera in Mycobacterium marseillense. Biokemijske 
lastnosti niso kazale na vrsto M. chimaera, profil HPLC, delno zaporedje genov hsp65 in 
rpoB pa so bili identični tistim pri vrsti M. chimaera. Prišli so do zaključka, da ti trije izolati 
pripadajo novem sevu vrste M. chimaera. Rezultati so privedli do dvomov v trenutno 
obstoječe metode za identifikacijo vrst, ki temeljijo zgolj na 16S rRNA ali zaporedju rpoB. 
Definicije in identifikacije postavljene na podlagi ene same genetske tarče niso zadostne za 
ustrezno določitev mikobakterijske vrste, saj je genetska raznolikost, zlasti v MAC prevelika, 
da bi nek sev identificirali zgolj z analizo ene genetske tarče. Analiza več različnih 
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vzdrževalnih genov je potrebna za ustrezno prepoznavo vrst NTM. Ti trije uporabljeni izolati 
so imeli enake biokemijske lastnosti, zaporedje hsp65 in rpoB, vendar sta se zaporedji16S 
rRNA in 16S–23S ITS razlikovali od tistega v M. chimaera. 
 
M. chimaera je bila prvič opisana 2004 in prepoznana kot človeški patogen predvsem pri 
bolnikih s CF. Natančna identifikacija M. chimaera v laboratoriju je nujna z molekularnimi 
metodami. Nekaj izbruhov zaradi okužbe kirurških ran zaradi NTM po operacijah na srcu so 
že opisali, vendar tem sevom niso pripisali, kateri vrsti pripadajo. Sax in sod. (2015) so 
pokazali izvor in prenos M. chimaera pri bolnikih, ki so imeli operacijo na odprtem srcu, kjer 
je prišlo do postoperativnega zapleta - endokarditisa. Pri takih operacijah pogosto uporabljajo 
grelno-hladilne naprave za vzdrževanje zunajtelesnega krvnega obtoka, kjer so se bakterije 
namnožile in obdržale v obliki biofilma. Naprava tekom delovanja zaradi mešanja ustvarja 
aerosole, v katerih se bakterije nahajajo in se lahko prenesejo na bolnika. Nastanek aerosolov 
z bakterijami so potrdili z vzorčenjem zraka v operacijskih dvoranah - bakterijska kultura je 
porasla le, ko je v času vzorčenja delovala grelno-hladilna naprava (Sax in sod., 2015). 
 
Nekatere vrste bakterij iz sklopa M. avium (M. chimaera¸M. avium in M. intracellulare) lahko 
identificiramo s pomočjo testa GenoType CM/ NTM-DR (Hain Lifescience GmbH) 
GenoType CM nam omogoča prepoznavo vrste M. avium in M. intracellulare. GenoType 
NTM-DR pa poleg identifikacije vrste M. avium, loči med vrstama M. intracellulare in M. 
chimaera, pri čemer je prednost testa v tem, da lahko sočasno zaznamo mutacije v genih 
odgovornih za odpornost izolatov proti makrolidom in aminoglikozidom.  
 
2.2.3 Mikobakterije iz sklopa Mycobacterium abscessus 
 
Bakterija M. abscessus je bila prvič izolirana iz abscesa na kolenu (Brown-Elliott in Wallace, 
2002). V zadnjem času se je taksonomija hitrorastočih mikobakterij zelo spreminjala in 
mikobakterija M. abscessus je bila prvič omenjena kot samostojna vrsta 1992. Pred tem so jo 
uvrščali kot podvrsto vrste M. chelonae. Leta 1992 se je vrsta M. abscessus ločila, postala 
samostojna vrsta in razpadla na 3 podvrste. Na tem področju še danes vlada zmeda, vendar 
zaenkrat velja da se sklop MABSC deli na 3 podvrste na podlagi podatkov in rezultatov, ki so 
jih dobili s sekvenciranjem celotnega genoma. Na sliki 4 je kronološki prikaz sprememb v 
nomenklaturi znotraj sklopa MABSC (Lee in sod., 2015; Koh in sod., 2014) 
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Slika 4: Kronološki prikaz sprememb v poimenovanju in sistematiki sklopa Mycobacterium abscessus v obdobju 
od 1992 do 2013 (Lee in sod., 2015) 
 
Mikobakterije iz sklopa MABSC sestavljajo hitro rastoče NTM, ki so odporne proti številnim 
protimikrobnim sredstvom. Najpogosteje povzročajo okužbe mehkih tkiv in kože, osrednjega 
živčevja in bakteriemijo. Okužbe z MABSC se pogosto pojavijo po kirurških posegih.  
M. abscessus ima 3 podvrste: M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii in 
M. abscessus subsp. massiliense. Bistvena razlika med podvrstami je v funkcionalnosti gena 
erm(41), ki je odgovoren za intrinzično odpornost proti makrolidom. M. abscessus subsp. 
massiliense ima delecijo v genu erm(41) in je posledično gen nefukncionalen, med tem ko 
imata M. abscessus subsp. abscessus in M. abscessus subsp. bolletii gen funkcionalen (Lee in 
sod., 2015). 
 
Rezervoar za okužbe z bakterijami iz sklopa MABSC je okolje, vendar so Bryant in sod. 
(2013) pokazali, da se M. abscessus subsp. massiliense lahko prenaša tudi iz človeka na 
človeka, zlasti znotraj populacije bolnikov s CF. V svetu prevladuje znotraj MABSC  
M. abscessus subsp. abscessus (45–65 %), nato sledi M. abscessus subsp. massiliense (20–55 %), 
vendar se razmerje med posameznimi podvrstami razlikuje glede na geografsko lego. Večji 
delež M. abscessus subsp. massiliense je prisoten v Vzhodni Aziji, medtem ko je  
M. abscessus subsp. bolletii redko izoliran (manj kot 5 %) (Koh in sod., 2014; Bryant in 
sod.,2013). 
 
Biokemijske metode niso zadosti za uspešno ločevanje podvrst iz sklopa MABSC, potrebno 
je sekvenciranje gena 16S rRNA, ki je dopolnjeno z zaporedji genov hsp65, rpoB, secA, 
erm(41) in regijo ITS 16S-23S rRNA (Koh in sod., 2014).  
 
Mikobakterije sklopa MABSC so ene izmed proti kemoterapevtikom najbolj odpornih 
mikroorganizmov. Z razvojem sekvenciranja in ostalih molekularnih metod so odkrili različne 
mehanizme odpornosti mikobakterij tega sklopa. Odpornost proti antibiotikom je lahko 
naravna ali pridobljena. Za slednjo niso odgovorni plazmidi, transpozoni ali drugi mobilni 
genetski elementi, ampak spontana mutacija tarčnih genov, ki je posledica delovanja 
antibiotikov. Okužbe z bakterijami iz sklopa MABSC so težko ozdravljive zaradi odpornosti 
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proti običajnim antituberkulotikom in ostalim antibiotikom, ki so trenutno na voljo (Nessar in 
sod., 2012). Testiranje občutljivosti za protimikrobna sredstva se danes v laboratoriju izvaja 
za 10 protimikrobnih učinkovin. Sklop MABSC je običajno in vitro občutljiv za amikacin 
(aminoglikozidi), cefoksitin (beta-laktami) in klaritromicin (makrolidi). Eden 
najpomembnejših napredkov raziskav iz področja MABSC je odkritje inducibilne makrolidne 
rezistence, ki jo posreduje mutacija genu erm(41). S poskusi in vitro so ugotovili, da bakterija 
M. abscessus, ki je ob začetku inkubacije v gojišču z makrolidi še občutljiva, že po 14-dnevni 
inkubaciji v tem gojišču postane odporna proti makrolidom. Večina sevov M. abscessus 
subsp. abscessus je odpornih proti makrolidom in prav tako tudi M. abscessus subsp. bolletii. 
Obe podvrsti imata funkcionalen gen erm(41), ki spremeni mesto vezave makrolidov in se ti 
tako ne morejo vezati. Pri večini M. abscessus subsp. massiliense je gen erm(41) 
nefunkcionalen zaradi delecije v njem in posledično je ta podvrsta občutljiva za makrolide. So 
pa odkrili tudi M. abscessus subsp. massiliense s popolnim genom erm(41) (Koh in sod., 
2014). 
 
2.2.4 Mehanizmi odpornosti proti antibiotikom  
 
Mikobakterije imajo naravne ali pridobljene mehanizme odpornosti poti antibiotikom. 
Številni naravni mehanizmi vključujejo počasno rast, slabo prepustno lipidno celično steno, 
prisotnost različnih črpalk za izčrpavanje antibiotikov in polimorfizem tarčnih genov. 
Pridobljeni mehanizmi odpornosti pa so posledica spontanih mutacij v kromosomskih genih 
in niso posledica genskega prenosa z mobilnimi elementi, kot so plazmidi in transpozoni 
(Nessar in sod., 2012).  
 
Celično steno sestavljajo lipidi, ki predstavljajo 60 % suhe teže in imajo glavno vlogo pri 
odpornosti celic, saj so celične stene zaradi svoje lipidne sestave nepropustne za antibiotike. 
K pojavu odpornosti pa doprinesejo tudi encimi za modifikacijo aminoglikozidov, ki 
onemogočijo delovanje antibiotika. Mikobakterije so odporne tudi proti kislinam, bazam in 
drugim toksičnim zunajceličnim spojinam (Nessar in sod., 2012). 
 
Na drugi strani pa prisotnost porinov v celični steni mikobakterij omogoča učinkovito 
delovanje antibiotikov, saj pripomore k hitrem vstopu letalnih količin kemoterapevtikov in 
hidrofilnih antibiotikov, a le v primeru, da bakterije nimajo genov, ki posredujejo odpornost 
proti antibiotikom. Ko namreč enkrat antibiotiki vstopijo v celico, lahko dosežejo tarčno 
mesto v citoplazmi in aktivirajo izražanje genov odgovornih za odpornost. Ti geni kodirajo 
encime za modifikacijo in inaktivacijo antibiotikov, inducirajo črpalke za efluks in gene, ki 
omogočajo odpornost proti težkim kovinam. Bakterije iz sklopa MABSC producirajo encime, 
ki lahko razgradijo ali modificirajo antibiotike, kar povzroči inaktivacijo antibiotikov. Encim 
aminoglikozid 2-N-acetiltransferaza in homologi aminoglikozid fosfotransferaze povzročijo 
inaktivacijo aminoglikozidov s prenosom acetilne ali fosfatne skupine na določena mesta na 
aminoglikozidih. Odpornost proti makrolidom posreduje inducibilni gen erm(41), ki se 
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inducira ob prisotnosti makrolidov (klaritromicin in eritromicin) v gojišču. Poleg naravne 
odpornosti imajo mikobakterije še pridobljeno odpornost proti makrolidom in 
aminoglikozidom. Pri naravni odpornosti sodelujejo tudi različni transporterji ABC, katerih 
geni so razpršeni po kromosomu in plazmidni zapisi za proteine za razgradnjo težkih kovin. 
Odpornost proti hidrofilnim antibiotikom posreduje selektivna permeabilnost membrane. 
Aktivni eksport s črpalkami vzdržuje homeostazo in fizikalno-kemijsko ravnotežje in skrbi za 
odnašanje toksičnih komponent v zunajcelični prostor. Polimorfizem genov je še eden od 
mehanizmov zaradi katerega so odporni proti etambutolu in fluorokinolonom (Nessar in sod., 
2012). 
 
Testiranje občutljivosti za antibiotike se izvaja v skladu s standardi Inštituta za klinične in 
laboratorijske standarde (CLSI) kjer priporočajo testiranje za makrolide, fluorokinolone, 
aminoglikozide, imipenem, doksiciklin, tigeciklin, cefoksitin, kotrimoksazol in linezolid. 
Preferenčna metoda za testiranje občutljivosti je metoda kultivacije v mikrotitrski plošči 
(metoda merjenja MIK). Molekularne metode so omogočile identifikacijo gena erm(41) in rrl, 
ki sta odgovorna za odpornost proti makrolidom in rrs za aminoglikozide in lahko z 
molekularnimi metodami (npr. metoda PCR) zaznamo prisotnost oziroma odsotnost gena v 
krajšem času, kot s klasično metodo na gojiščih (CLSI, 2011; Lee in sod., 2015). 
 
2.2.4.1 Makrolidi 
 
Makrolidni antibiotiki (klaritromicin, azitromicin, eritromicin) so sestavljeni iz laktonskega 
obroča, pripetega na verigo sladkorjev. Variacije v laktonskem obroču in verigi sladkorja 
omogočijo sintezo različnih makrolidnih antibiotikov. Makrolidi predstavljajo 20 % vseh 
uporabljenih antibiotikov na svetu, med njimi je najbolj uporabljen eritromicin. Delujejo na 
50S-podenoto ribosoma in inhibirajo sintezo proteinov. Makrolidi preprečujejo sintezo 
proteinov s tem, da onemogočijo peptidiltransferazi da doda peptidno skupino pripeto na 
tRNA k naslednji aminokislini in posledično pride do inhibicije translacije, torej onemogočijo 
povezovanje peptidov v peptidno verigo. Makrolidi so lipofilni in vstopijo v celice s pomočjo 
pasivne difuzije skozi celično steno (Madigan in sod., 2012) 
 
Odkrili so dva gena v sklopu MABSC, ki sta odgovorna za odpornost proti makrolidom. Gen 
erm(41) je inducibilni gen, ki ga uvrščamo med naravne mehanizme odpornosti, in njegovo 
izražanje sproži prisotnost makrolidov v gojišču. Inducibilni mehanizem rezistence so opisali 
pri 10 vrstah NTM. Funkcionalen gen je prisoten pri dveh podvrstah iz sklopa MABSC  
(M. abscessus subsp. bolletii in M. abscessus subsp. abscessus). M. abscessus subsp. 
massiliense ima prisotno delecijo v genu erm(41) in posledično je gen nefunkcionalen in so 
izolati občutljivi za makrolide. To nakazuje, da so bile v razvoju nekje določeni pogoji, zaradi 
katerih se je izguba metilazne funkcije izkazala za koristno. Mikobakterije vsebujejo različice 
gena erm, ki je odgovoren za odpornost izolatov proti makrolidom. Gen erm bakterije  
M. abscessus je najbolj soroden genu erm(37) pri bakteriji M. tuberculosis. Vsi geni erm so 
kromosomski geni, vendar se lokacija na genomu razlikuje med mikobakterijskimi vrstami. 
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Mikobakterija M. chelonae je sorodna bakterijam iz sklopa MABSC, vendar ne vsebuje gena 
erm, kar se kaže tudi v uspešnosti zdravljenja z makrolidi pri okužbah z M. chelonae (Nash in 
sod., 2009).  
 
Vrsta M. abscessus subsp. abscessus ima gen erm(41) vendar sevi, ki vsebujejo na mestu 28 
citozin, so občutljivi za makrolide, sevi s timinom na tej poziciji pa so odporni. Prav tako 
velja tudi za M. abscessus subsp. bolletii. Produkt gena erm(41) je encim metilaza, ki 
modificira vezavno mesto za antibiotik in prepreči njegovo vezavo. Če je prisotna mutacija 
(na poziciji 28 namesto citozina timin), je gen erm(41) inducibilen in se izraža ob dodatku 
makrolidov v gojišču. Če je na poziciji 28 prisoten citozin, se gen erm(41) ne bo izražal ob 
dodatku makrolidov in bodo taki izolati občutljivi za makrolide in sicer v primeru, če hkrati ni 
mutacije v genu rrl. Gen rrl je povezan s pridobljeno odpornostjo proti makrolidom. Gre za 
mutacijo v genu za 23S rRNA, ki vodi v spremembo nukleotida na položaju 2058 ali 2059 v 
gvanin ali citozin. Mutacija povzroči postranskripcijske metilacije adenina v 
peptidiltransferazni regiji 23S rRNA in prepreči delovanje antibiotika (Brown-Elliott in sod., 
2012; Madigan in sod., 2012; Nessar in sod., 2012). 
 
Na genu erm(41) so opravili že nekaj raziskav, med katerimi so Nash in sod. (2009) dokazali, 
da predinkubacija bakterij iz sklopa MABSC v gojišču s klaritromicinom (CLR) povzroči, da 
je pri večji koncentraciji CLR večji delež preživelih celic, kot pa pri tistih izolatih, ki niso bili 
predinkubirani s CLR. Choi in sod. (2012) so pokazali, da se je izražanje gena erm(41) znatno 
povečalo ob izpostavitvi CLR v primerjavi z azitromicinom (AZM) pri okužbi z M. abscessus 
in ne pri okužbi M. massiliense. Pri njihovem poskusu se je AZM izkazal za učinkovitejši 
antibiotik. Izmerili so minimalne inhibitorne koncentracije za CLR in AZM za obe vrsti pri 3., 
7. in 14. dnevu inkubacije in ugotovili, da CLR inducira večje izražanje gena in posledično so 
dobili večje vrednosti MIK pri izolatih M. abscessus subsp. abscessus v primerjavi z AZM 
tekom 14-dnevne inkubacije. Medtem ko pri M. massiliense ni bilo opaziti razlik v odpornosti 
proti CLR in AZM tekom 14-dnevne inkubacije. Poskus so potrdili z uporabo seva M. 
abscessus subsp. abscessus, ki so mu odstranili gen erm(41) in seva M. abscessus subsp. 
massiliense, v katerega so vstavili gen erm(41). Odziv pri M. abscessus subsp. abscessus je 
bil enak kot pri divjem sevu M. abscessus subsp. massiliense. Prav tako je bil enak odziv pri 
M. abscessus subsp. massiliense z vstavljenim genom erm(41) kot pri divjem tipu M. 
abscessus subsp. abscessus. Jakost izražanja gena erm(41) vpliva na količino proteina 
Erm(41), in količina tega vpliva na njegovo metilazno vlogo. Za samo inducibilno rezistenco 
je bolj pomembna pogostnost izražanja gena erm(41) in nivo proteina kot pa sama indukcija. 
Kinetika indukcije erm(41) je bila enaka ne glede na koncentracije AZM. Indukcija 
makrolidne rezistence je bila mnogo večja po izpostavitvi CLR kot pa po izpostavitvi AZM. 
CLR in AZM sta pogosto uporabljena antibiotika za zdravljenje okužb z bakterijami iz sklopa 
MABSC. 
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2.2.4.2 Aminoglikozidi 
 
Aminoglikozidni antibiotiki (kanamicin, amikacin, gentamicin, streptomicin in tobramicin) so 
po kemijski zgradbi aminosladkorji povezani z glikozidno vezjo. Delujejo na 30S-podenoto 
ribosoma in inhibirajo sintezo proteinov. V svetu predstavljajo le 4 % vseh uporabljenih 
antibiotikov, saj ima njihova uporaba za bolnika resne stranske učinke in se danes 
uporabljajo, ko ni na voljo nobenega drugega antibiotika (Madigan in sod., 2012). 
 
Aminoglikozidi inhibirajo sintezo proteinov z vezavo na mesto na ribosomu in se vpletajo v 
vezavo tRNA in mRNA in lahko inhibirajo ribosomsko translokacijo tRNA. Aminoglikozidi 
se tudi vpletajo v proces translacije, kar vodi do napak v bralnih okvirjih in nastanka napačno 
zvitih proteinov. Do modifikacije 30S-podenote ribosoma pride zaradi mutacije v genu 16S 
rRNA ali pa genu rpsL, ki kodira ribosomski protein S12. Mutacije v genu 16S rRNA na 
poziciji 1408 se kažejo v visoki odpornosti proti aminoglikozidom (MIK > 1024 µg/mL), 
vendar se taka mutacija pojavi manj pogosto od mutacije v genu rpsL. Kemijska zgradba 
aminoglikozidov je podobna, ampak odpornost proti enem aminoglikozidu (npr. amikacinu) 
ne pomeni odpornosti proti vsem aminoglikozidom. Primer je mutacija v genu za 16S rRNA 
na poziciji 1408 pri M. abscessus subsp. abscessus, ki je odgovorna za odpornost proti 
amikacinu in kanamicinu, vendar taki sevi niso odporni tudi proti streptomicinu (Brown- 
Elliott in sod., 2012).  
 
2.2.5 Mikobakterioza pri človeku 
 
Običajno se NTM ne prenašajo z bolnika na bolnika, lahko pa je skupen rezervoar vir za 
izbruh okužbe. Za večino vrst NTM velja, da je rezervoarjev več. Rizične skupine za okužbo 
z NTM predstavljajo bolniki s CF, s prebolelo tuberkulozo, s kronično obstruktivno pljučno 
boleznijo (KOPB), s HIV in ostali imunsko oslabeli bolniki in tudi zdravi otroci, kjer lahko 
NTM povzročajo limfadenitis. NTM najpogosteje povzročajo okužbe dihal, kože in mehkih 
tkiv, sklepov, kosti in krvnega obtoka (van der Werf in sod., 2014). 
 
Klinični znaki pljučne oblike mikobakterioz se kažejo kot kronični kašelj, izločanje sputuma, 
utrujenost, vročina, bolečine v prsnem košu, izguba telesne teže. Običajno so zraven še 
simptomi, ki so posledica kajenja, CF, bronhiektazije, KOPB. Diseminirano obliko NTM 
spremljajo vročina, nočno potenje, izguba teže, bolečine v abdominalnem predelu in diareja 
ter anemija, povišane vrednosti alkalne fosfataze in laktat dehidrogenaze. Okužbo bezgavk 
spremljajo unilateralne oblike bezgavk, ki niso čvrste. Bezgavke lahko hitro narastejo in tudi 
počijo, kar posledično potrebuje drenažo. Pri okužbah kože se na mestu vboda pojavi absces. 
Pogosto se pojavijo okužbe ob dolgotrajni uporabi katetra, po lepotnih kirurških posegih, po 
operacijah srca, pogoste so tudi okužbe kirurških ran (Griffith in sod., 2007). 
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Laboratorijska diagnostika temelji na osamitvi NTM iz vzorcev odvzetih iz dihal in 
mikroskopskem razmazu iz kužnine (Koh in sod., 2014). Če se pojavi sum na pljučno 
mikobakteriozo mora bolnik izpolnjevati naslednje kriterije, ki so zapisani v smernicah ATS:  
 Klinični kriteriji: respiratorni simptomi, na radiografski sliki vidne kaverne ali noduli 
in izključitev drugih bolezni, kot je tuberkuloza. 
 Mikrobiološki kriteriji: na analizo za acido-alkoholorezistentne (AR) bacile morajo biti 
poslani vsaj trije izmečki, ki morajo dati vsaj enega izmed spodnjih rezultatov: 
 pozitivna kultura iz vsaj dveh izmečkov odvzetih v različnih dneh ali  
 pozitivna kultura iz vsaj enega vzorca izpirka bronha ali  
 pozitivna kultura iz transbronhialne ali druge pljučne biopsije s histopatološkimi 
lastnostmi (granulomatozno vnetje in prisotnost AR bacilov) ali biopsija tkiva, ki 
kaže histopatološke znake okužbe z mikobakterijami (granulomatozno vnetje in 
prisotnost AR bacilov) in en ali več izmečkov ali izpirkov bronha s pozitivno 
kulturo.  
 Radiografski kriteriji: radiografija prsnega koša ali visokoločljivostna računalniška 
tomografija prsnega koša (Griffith in sod., 2007). 
 
Klinični, mikrobiološki in radiografski kriteriji so enakovredni in morajo biti izpolnjeni, če 
želimo postaviti diagnozo mikobakterioza. Ti kriteriji so najbolj ustrezni za okužbe dihal z 
bakterijami iz sklopa MAC, MABSC in M. kansasii. Bolniki, kjer je sum na mikobakteriozo 
in ne izpolnjujejo vseh diagnostičnih kriterijev, morajo biti pod nadzorom, vse dokler se 
diagnoza dokončno ne potrdi oz. ovrže. Pomembno je sodelovanje med kliničnimi 
mikrobiologi in zdravniki, ko se odloča o dejanski okužbi z mikobakterijami, da ne gre le za 
prehodno kolonizacijo ali kontaminacijo vzorca. Diagnoza okužbe pljučne mikobakterioze ne 
pomeni nujno zdravljenja, saj se odločitev sprejme z upoštevanjem tveganja in koristi terapije 
za posameznega bolnika (Griffith in sod., 2007). 
 
2.2.5.1 Netuberkulozne mikobakterije in cistična fibroza 
 
V zadnjih letih se je umrljivost med bolniki s CF znižala zaradi hitrega prepoznavanja 
bolezenskih znakov, učinkovite terapije in uporabe novih izboljšanih protimikrobnih 
učinkovin. Glavni vzrok smrtnosti pri osebah s CF so ravno okužbe z bakterijami, ki pa so 
lahko tako akutne kot kronične. V zadnjih 2025 letih so se NTM pojavile kot nov patogen 
izoliran iz dihal oseb s CF. Število izoliranih NTM iz izmečka oseb s CF narašča v Severni 
Ameriki in Evropi in prevalenca je med 520 %. Med najpogosteje prepoznanimi vrstami 
NTM so počasi-rastoče vrste iz sklopa MAC (M. avium, M. intracellulare in M. chimaera), ki 
predstavljajo do 72 % NTM pozitivnih izmečkov in hitrorastoče vrste sklopa MABSC, ki so 
nekje že zabeležene kot najpogosteje izolirane vrste pri posameznikih s CF. Okužbe z NTM 
so močno povezane s starostjo posameznika, saj je prevalenca pri otrocih do 10. leta starosti 
do 10 %, pri odraslih nad 40. letom starosti pa nad 30 %. Osebe s CF so pogosto izpostavljene 
različnim vrstam in koncentracijam protimikrobnih učinkovin, ki ustvarjajo ugodne niše v 
pljučih in omogočijo preživetje NTM. Bolniki so izpostavljeni zlasti makrolidom in zato se 
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pogosto srečamo z izolacijo odpornih sevov. NTM lahko povzročijo progresivno poškodbo 
pljuč, lahko pa kolonizirajo pljuča in se tam zadržujejo in predstavljajo le asimptomatsko 
okužbo. Tako kot pri ostalih okužbah z NTM je tudi pri osebah s CF potrebno, da so 
izpolnjeni različni kriteriji, predno se postavi diagnoza mikobakterioza (Floto in sod., 2016; 
Cândido in sod., 2014). 
 
2.2.5.2 Zdravljenje 
 
Pri izolaciji NTM iz vzorca bolnika je zelo pomembno, da gre dejansko za okužbo in ne 
naključno kolonizacijo bolnika. Ko je potrjena diagnoza mikobakterioza, se zdravnik odloči 
za zdravljenje na podlagi možnih zapletov in koristi ki, jih prinese dolgotrajno zdravljenje z 
antibiotiki. Kot okužbe z ostalimi NTM, tudi okužbe z bakterijami iz sklopa MABSC ne 
zahtevajo takojšnjega zdravljenja. Vsak zdravnik mora upoštevati resnost okužbe v skladu z 
ostalimi pridruženimi boleznimi, vpliv zdravljenja na kvaliteto življenja in tveganje za smrt. 
Za zdravljenje okužbe z bakterijami iz sklopa MABSC se pogosto odločijo pri osebah s CF, 
kjer okužba privede do upada pljučne funkcije. Mikrobiološko gledano je na dolgi rok pri 
bolniku težko pričakovati negativen izmeček po zdravljenju. Pri interpretaciji zdravljenja ne 
smemo upoštevati samo mikrobiološke kriterije ampak tudi ostale parametre, kot je kakovost 
življenja bolnika in delovanje samih pljuč. Trenutno ni metode oz. zdravila, ki bi omogočila 
doživljenjsko negativen sputum, zato je toliko bolj pomembno simptomatsko zdravljenje 
(Koh in sod., 2014). 
 
Za zdravljenje okužb z mikobakterijami iz sklopa MAC se uporabi kombinacija makrolidov, 
rifampicina in etambutola. Zdravljenje naj poteka tako dolgo, da ne poraste več kultura na 
gojiščih, kar običajno pomeni, da zdravljenje traja vsaj eno leto. Za zdravljenje okužb z 
mikobakterijami iz sklopa MABSC ni natančno določenih smernic s katerim antibiotikom, 
koliko časa in katera kombinacija zdravil je priporočljiva. Klaritromicin, cefoksitin in 
amikacin so primarna izbira za zdravljenje okužbe s sklopom MABSC. Pri pljučni obliki 
okužbe z bakterijami iz sklopa MABSC kirurški poseg v kombinaciji z zdravili ponuja 
najboljšo rešitev. Pri zunajpljučni obliki okužbe z bakterijami iz sklopa MABSC je 
zdravljenje odvisno od testiranja občutljivosti in vitro. Običajno se uporablja makrolide, po 
potrebi se izvede tudi kirurški poseg (Griffith in sod., 2007; Lee in sod., 2015). 
 
2.2.6 Molekularna identifikacija netuberkuloznih mikobakterij 
 
Natančna identifikacija NTM je zelo pomembna pri izbiri zdravil za zdravljenje okužb pri 
človeku. Današnje metode identifikacije temeljijo na molekularnih metodah, med katerimi 
zlati standard predstavlja sekvenciranje ohranjenih delov genoma kot je gen 16S rRNA, gen 
hsp65 in regija 16S–23S ITS. Zaradi tesne sorodnosti mikobakterijskih vrst, sekvenciranje 
ene same tarče v genomu, ne zadošča za učinkovito diskriminacijo (Monteserin in sod., 
2016). 
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Za mikobakterije je značilno, da zgolj na podlagi fenotipskih značilnosti in zaporedja  
16S rRNA ne moremo natančno identificirati vrste. Zato je potrebno upoštevati še naslednje 
genetske elemente: gena recA in rpoB, delno zaporedje hsp65 in sodA. Za ugotavljanje 
sorodnostnih odnosov med mikobakterijskimi vrstami je pomembno združiti rezultate 
pridobljene s sekvenciranjem 16S rRNA in rpoB in recA. Taksonomske in filogenetske 
študije so dolgo časa temeljile zgolj na analizi gena 16S rRNA. Bakterijski izolati so pripadali 
isti vrsti, če so se razlikovali v nukleotidnem zaporedju 16S rRNA za 5–15 bp, kar pa ne velja 
za hitrorastoče mikobakterije, kjer so si vrste bolj sorodne med seboj. Zato sta Adékambi in 
Drancourt (2004) uporabila združen pristop z izdelavo filogenetskih dreves več različnih 
genov sodA, hsp65, recA in rpoB in jih primerjala med seboj. Ugotovila sta, da so zaporedja 
genov rpoB, recA in 16S rRNA ustrezna za opisovanje nove vrste ali izolata. 
 
Metoda masne spektrometrije oz. MALDI-TOF je danes pogosta metoda, ki se uporablja v 
kliničnih laboratorijih za identifikacijo bakterijskih vrst in temelji na proteinskem spektru, ki 
je značilen za določeno vrsto. Gre za hitro in učinkovito metodo, vendar ne omogoči 
ločevanja M. intracellulare in M. chimaera. Težava pri mikobakterijah je neučinkovita 
ekstrakcija proteinov, ki je posledica strukture celične stene. Poleg tega ima za sedaj  
MALDI-TOF še pomanjkljivo bazo podatkov, saj ne vsebuje zadostno število vrst NTM 
(Monteserin in sod., 2016). 
2.3 ERIC-PCR  
 
Genom bakterij je zelo okrnjen v primerjavi s človeškim genomom in ima manjši delež 
nekodirajoče ponavljajoče se DNA. Odvečni deli v genomu bi lahko zaustavljali hitro rast in 
odziv na okoljske spremembe. Družine kratkih medgenskih ponavljajočih se zaporedij so bile 
opisane pri enterobakterijah. Malo je znanega o izvoru, evoluciji in funkciji teh zaporedij. 
Večina jih je značilnih le za določeno vrsto, kar nakazuje, da so jih pridobili mikroorganizmi 
nedavno nazaj in nimajo ključne vloge pri preživetju mikroorganizma. Večina kratkih 
ponavljajočih se zaporedij pri bakterijah so nepopolni palindromi, ki lahko tvorijo sekundarne 
strukture, katere povečajo stabilnost mRNA ali pa so popolnoma nefunkcionalni deli genoma. 
Elementom REP so sprva pripisali regulatorno vlogo in naj bi se nahajali znotraj 
neprevedenih regij v operonu, kot posledica palindromske narave zaporedja zaradi katerega 
lahko tvorijo stabilne strukture. Pripisali so jim še druge vloge, kot je terminacija 
transkripcije, stabilnost mRNA in organizacija kromosoma. Zaporedja ERIC so visoko 
ohranjene obrnjene ponovitve in se nahajajo v izvengenskih regijah. Porazdelitev zaporedij 
ERIC lahko preverimo v genomu z reakcijo PCR (Wilson in Sharp, 2006). 
 
Versalovic in sod. (1991) so pokazali, da je pomnoževanje z začetnimi oligonukleotidi ERIC 
uspešno pri številnih po Gramu negativnih vrstah, pri katerih je tudi kompleksnost 
pomnožkov večja. ERIC-PCR so tudi poskusili na vrsti Bacillus subtilis in ostalih po Gramu 
pozitivnih bakterijah, kjer pa je diverziteta fragmentov manjša. Ti elementi naj bi bili zelo 
Truden S. Razlikovanje mikobakterij iz sklopa M. avium in M. abscessus ter določanje občutljivosti za … protimikrobna sredstva. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 19 
 
ohranjeni znotraj bakterijske vrste Escherichia coli in Salmonella enterica kar kaže, da so se 
vstavili v genom mnogo pred pojavom enterobakterij. Fragmenti so prisotni tudi pri 
filogenetsko oddaljenih vrstah in tudi pri arhejah. S pomnožki, ki jih dobimo z začetnimi 
oligonukleotidi ERIC lahko ločimo med seboj vrste in izolate, saj so profili dovolj 
kompleksni, da to omogočijo (Wilson in Sharp, 2006). 
 
Zaporedja ERIC so prvič opisali pri bakterijah E. coli, Salmonella enterica serovar 
Typhimurium in Vibrio cholerae. So velikosti 127 bp, v katerih lahko prihaja do delecij ali 
insercij 70 bp dolgih odsekov. Število kopij zaporedja ERIC v genomu variira od 30 pa do 
700 pri nekaterih vrstah. Še vedno ni znana vloga in mobilnost teh elementov. Zanimanje za 
zaporedja ERIC je predvsem zato, ker omogočajo genotipizacijo bakterijskih genomov. V 
genomu E. coli so našli 30 kopij zaporedij ERIC v 29 različnih medgenskih regijah. Dvajset 
jih je bilo polne velikosti 124–128 bp, 10 pa krajših zaporedij 19–99 bp. Zaporedja, ki so 
polnih velikosti so imela 60–88 % podobnost z originalnim zaporedjem ERIC. Krajša 
zaporedja so imela 64-84 % podobnost s prvotnim zaporedjem ERIC. Lokacija zaporedja 
ERIC je v medgenskih regijah, znotraj prepisovanih regij. Nova zaporedja ERIC znotraj 
genoma naj bi nastala na dva načina:  
 iz številnih kopij v genomu, ki so matrica za nove kopije zaporedja ERIC; 
 iz enega aktivnega elementa, od katerega se vsa zaporedja prepišejo (Wilson in 
Sharp, 2006). 
 
Sklepajo, da naj bi bil drugi način verjetnejši, saj je skupina 10 kopij v genomu zelo podobnih 
med seboj in zelo podobnih hkrati z izvornim zaporedjem (Wilson in Sharp, 2006). 
 
Vloga zaporedja ERIC ni natančno določena, lahko pa se sklepa na podlagi njegove lokacije v 
genomu ali pa ohranjenosti med vrstami. Prisotnost zaporedja ERIC lahko poveča izražanje 
gena, ki ga obdaja, zaradi palindromske narave zaporedja, ki je vezavno mesto za nekatere 
beljakovine ali pa poveča življenjsko dobo njegove mRNA (Wilson in Sharp, 2006). 
 
Genotipizacija bakterijskih genomov z metodo ERIC-PCR je pogosto uporabljena metoda. 
Začetni oligonukleotidi so zasnovani tako, da se pomnoževanje zgodi med kopijami zaporedja 
ERIC. Če se lokacija teh kopij ERIC spreminja med vrstami oziroma sevi, potem dobimo 
produkte, ki so značilni za posamezen sev. Težave, ki se pojavljajo pri tej metodi so sledeče:  
 Sevi E. coli vsebujejo premajhno število zaporedij ERIC oz. so ta zelo narazen v 
genomu. Produkti, ki jih dobimo z ERIC-PCR so velikosti od 0,5–5 kb. Začetni 
oligonukleotidi ERIC so v velikosti 22 bp in ustrezajo zaporedju, ki je na sredini 
celotne dolžine zaporedja ERIC. Ta regija je prisotna le pri tistih, ki imajo zaporedje 
ERIC v polni velikosti. Ker je v genomu E. coli K12 le 20 kopij zaporedja ERIC v 
polni velikosti, je povprečna razdalja med njima 230 kb, kopiji, ki sta si najbližje sta 
oddaljeni 42 kb. Ostali preučevani genomi imajo še manjše število kopij polne 
velikosti. V številnih raziskavah so uporabili metodo na različnih sevih E. coli vendar 
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so dobili fragmente manjše od 10 kb, kar kaže na to, da dobljeni pomnožki niso 
zaporedja ERIC. To lahko razloži, zakaj je slaba ponovljivost metode ERIC-PCR. 
 Metoda deluje tudi na vrstah bakterij, ki sicer nimajo zaporedja ERIC v genomu. 
Zaporedje naj bi imele samo družina Enterobacteriaceae in vrste Vibrio, poskusi z 
začetni oligonukleotidi ERIC pa so uspeli na širšem spektru vrst, tako pri 
proteobakterijah kot tudi pri rodovih Treponema, Deinococcus, Thermus in celo pri 
pripadnikih arhej. V tem primeru so začetni oligonukleotidi ERIC le neka zaporedja, 
ki imajo enako vlogo kot začetni oligonukleotidi v RAPD (angl. Randomly amplified 
polymorphic DNA). Primer je, ko so Niemann in sod. (1999) uporabili začetne 
oligonukleotide ERIC za genotipizacijo sevov Sinorhizobium meliloti, za katero je 
znano, da ne vsebuje zaporedja ERIC, zato so določili končna zaporedja pomnoženih 
fragmentov. Zaporedje teh fragmentov je bilo podobno samo začetnem 
oligonukleotidu ERIC in ni vsebovalo drugih nukleotidov. Wei in sod. (2004) so 
določili zaporedje fragmentov, ki so jih dobili z metodo ERIC-PCR iz sevov iz 
človeške fekalne mikrobiote. Ta zaporedja niso kazala nobenih podobnosti zunaj 
terminalne regije, kjer se zaključi zaporedje začetnega nukleotida ERIC (Wilson in 
Sharp, 2006). 
 
Metodo ERIC-PCR sta Gillings in Holley (1996) testirala na različnih genomih bakteriofagov, 
gliv, bakterij, rastlin, nevretenčarjev in vretenčarjev. Pri vseh organizmih sta dobila na gelu 
pomnožene odseke genoma. Poskusila sta tudi različne temperature naleganja začetnih 
oligonukleotidov od 52 °C do 66 °C. Do 56 °C so bili vzorci na gelu enaki, sprememba 
temperature ni imela vpliva, z višanjem do 66 °C pa je število fragmentov začelo upadati. 
Pokazala sta, da naj bi ERIC-PCR v neenterobakterijskih genomih predstavljal visoko 
ponovljivo verzijo metode RAPD. Z uporabo standardnih protokolov ERIC-PCR so 
pomnožili DNA in dobili profile na gelu iz različnih genomov bakterijskih debel. Zaključili 
so, da začetni oligonukleotidi ERIC nalegajo na neznana mesta v genomu, ki so le delno 
homologna zaporedju začetnih oligonukleotidov. Enterobakterije, ki so jih testirali v tem 
članku, so dale le nekaj pomnožkov pri temperaturah naleganja blizu Tm začetnih 
oligonukleotidov ERIC, kar kaže da se večina fragmentov ne pomnoži ob mejnih 
temperaturah. Glede na to, da so z ERIC-PCR pri sevih E. coli dobili pomnožke 20 različnih 
fragmentov, ki pa so bili vsi manjši od 3000 bp, in da naj bi genom E. coli imel manj kot 50 
zaporedij ERIC, kar pomeni, da bi se moralo vsako zaporedje ERIC pojaviti na vsakih 100 
000 bp, so zaključili, da ob uporabi 52 °C za prileganje začetnih oligonukleotidov, začetni 
oligonukleotidi nalegajo tudi izven zaporedij ERIC. Povzeli so, da dobljeni produkti na gelu 
pri različnih organizmih še ne kažejo na obstoj zaporedja ERIC pri bakterijski vrsti in da kljub 
temu, da zaporedja ERIC niso prisotna v organizmu, še ne pomeni, da metoda ni uspešna za 
razlikovanje med različnimi sevi različnih organizmov. Ko uporabimo začetne 
oligonukleotide ERIC pri ne enterobakterijskih vrstah gre v bistvu za visoko občutljivo in 
ponovljivo obliko metode RAPD.  
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2.3.1 ERIC-PCR in mikobakterije 
 
Okužbe z NTM, povezane z okužbo kirurških ran zlasti po lepotnih posegih, so v zadnjem 
času v porastu. Ker gre ponavadi za časovno in prostorsko omejene izbruhe, se v tem primeru 
še bolj kaže, kako pomembno je razviti učinkovito, hitro, zanesljivo in diskriminatorno 
metodo, s katero lahko izvedemo epidemiološke študije in pripišemo izolate določenemu 
genotipu. PFGE se je izkazala kot učinkovita in ponovljiva metoda z visoko diskriminatorno 
močjo, vendar je časovno dolgotrajna in med samo elektroforezo lahko pride do razgradnje 
DNA in posledično ne dobimo razločnih rezultatov. RAPD se uporablja za tipizacijo NTM, ki 
temelji na uporabi kratkih začetnih oligonukleotidov in nizkih temperatur prileganja začetnih 
oligonukleotidov (37 °C), kar omogoči nespecifično naleganje. Posledično minimalne 
spremembe v pogojih reakcije, lahko vplivajo na intenziteto lis pomnožkov, kar lahko vodi v 
napačno interpretacijo. ERIC-PCR se uporablja za tipizacijo tako po Gramu pozitivnih kot po 
Gramu negativnih bakterij (Sampaio in sod., 2006). Sechi in sod. (1998) so metodo 
preizkusili na M. tuberculosis, Englund in sod. (2003) pa so pokazali uspešnost diferenciacije 
M. avium subsp. paratuberculosis. Sampaio in sod. (2006) so testirali zaporedja ERIC pri 
vrstah M. chelonae-M. abscessus, kjer so ugotovili, da ERIC-PCR deluje pri mikobakterijah 
kot RAPD. Prisotnost zaporedja ERIC pri mikobakterijah še nikoli ni bila pokazana, a 
pomnoževanje z začetnimi oligonukleotidi ERIC1R in ERIC2 lahko poteče kljub odsotnosti 
zaporedja ERIC v polni dolžni v genomu. Uporaba višjih temperatur prileganja začetnih 
nukleotidov naj bi pripomogla k zmanjšanju občutljivosti za spremembe v sami reakciji PCR. 
ERIC-PCR se je izkazala za cenovno ugodno, enostavno, hitro metodo, vendar je njena težava 
v analizi dobljenih profilov na gelu, saj je potrebno določiti kriterije in odstopanja, ki jih 
toleriramo med profili. Nekateri so zagovorniki, da že odstopanje ene lise na gelu pomeni 
drug genotip in drug sev. Kriteriji za ocenitev lis na gelu niso natančno določeni. Nekateri 
upoštevajo 90 % podobnost med profili. Z ERIC-PCR se lahko izognemo razgradnji DNA 
med potekom elektroforeze, do česar pride pri PFGE. Pokazali so tudi, kako vpliva sama 
priprava vzorca/lizata na uspešnost pomnoževanja z ERIC-PCR. Pokazali so, da z izolacijo 
genomske DNA pridobimo več lis na gelu in so te bolj intenzivne, kot pa pri uporabi celičnih 
lizatov iz trdega ali tekočega gojišča. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Izolati mikobakterij 
 
V raziskavo smo vključili 139 kliničnih izolatov mikobakterij izoliranih pri 128 bolnikih iz 
sklopa M. avium in M. abscessus iz Nacionalne zbirke mikobakterijskih izolatov Laboratorija 
za mikobakterije Klinike Golnik, zbranih v obdobju od januarja 2007 do septembra 2016. 
Izolati so bili predhodno identificirani z diagnostičnim kompletom GenoType CM/AS (Hain 
Lifescience GmbH, Nehren, Germany), ki ne omogoča ločevanja bakterij iz sklopa MABSC 
na podvrste in ne loči med M. intracellulare in M. chimaera. Vsi izolati so bili shranjeni pri –
20 °C in smo jih oživeli z nacepitvijo na trdno gojišče LJ ali 7H10. V nekaterih primerih smo 
imeli za enega bolnika več izolatov iz različnih let in smo jih prav tako analizirali, saj nas je 
zanimalo ali gre za isto vrsto mikobakterij. Pri obdelavi rezultatov smo uporabili program 
Microsoft Excel, kjer smo od vsake osebe upoštevali le 1 izolat, če so vsi izolati te osebe bili 
ista mikobakterijska vrsta. Izjema je preglednica 14, kjer smo predstavili odpornost proti 
makrolidom in aminoglikozidom za vse izolate.  
 
Za metodo ERIC-PCR smo izbrali 16 izolatov, ki pripadajo sklopu MABSC in 15 izolatov, ki 
pripadajo sklopu MAC in so bili identificirani z diagnostičnim kompletom GenoType NTM-
DR (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany ) in 3 izolate iz sklopa MAC, ki so bili 
identificirani s testom GenoType CM/AS (Hain Lifescience GmbH) kot M. avium 
(preglednica 3). Nadaljna identifikacija vrste M. avium s testom GenoType NTM-DR ni bila 
potrebna, saj oba testa omogočata prepoznavo vrste M. avium. 
 
Preglednica 3: Seznam kliničnih izolatov netuberkuloznih mikobakterij (n=139) identificiranih s testom 
GenoType CM/AS (NP= ni podatka; M= moški spol; Ž= ženski spol; *= izolati uporabljeni za metodo ERIC-
PCR)  
Oznaka 
izolata 
Oznaka 
bolnika 
Starost Spol Vrsta kužnine GenoType CM/AS 
2797/16  A1 64 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
5022/16* A2 67 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
4227/16 A3 17 Ž želodčni sok M. intracellulare 
5281/16* A4 89 M izmeček M. intracellulare 
5603/16* A5 14 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
2384/16 A6 68 M induciran izmeček M. intracellulare 
89/16* A5 14 M bronheoalveolarni 
izpirek 
M. abscessus/ M. immunogenum 
434/16 A7 81 Ž izmeček M. intracellulare 
532/16 A7 81 Ž izmeček M. intracellulare 
3458/16 A8 77 M izmeček M. intracellulare 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam kliničnih izolatov (n=139) identificiranih s testom GenoType CM/AS (NP= 
ni podatka; M= moški spol; Ž= ženski spol; *= izolati uporabljeni za metodo ERIC-PCR) 
 
Oznaka 
izolata 
Oznaka 
bolnika 
Starost Spol Vrsta kužnine GenoType CM/AS 
721/16 A9 77 Ž izmeček M. intracellulare 
504/16 A9 87 Ž izmeček M. intracellulare 
505/16* A1 64 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
1000/16 A10 86 M izmeček M. intracellulare 
1392/16* A11 14 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
2164/16* A12 22 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
4443/16 A13 64 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
3882/16* A14 3 M želodčni sok-aspirat M. intracellulare 
3535/16* A15 56 Ž izpirek bronha M. intracellulare 
1980/16* A16 49 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
108/15 A17 86 Ž košček pljuč M. intracellulare 
295/15 A18 76 Ž izmeček M. intracellulare 
1361/15 A19 64 M izmeček M. intracellulare 
1659/15 A20 58 M košček tkiva 
hrbtenice 
M. intracellulare 
1839/15 A21 52 M izmeček M. intracellulare 
1798/15 A22 74 M izmeček M. intracellulare 
3309/15 A23 56 Ž izpirek bronha M. intracellulare 
4096/15 A11 13 M bronheoalveolarni 
izpirek 
M. intracellulare 
3856/15 A24 85 M izpirek bronha M. intracellulare 
5391/15 A25 70 M izpirek bronha M. intracellulare 
5680/15 A26 88 M izmeček M. intracellulare 
6326/15 A27 66 M izmeček M. intracellulare 
7699/15* A28 72 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
7581/15 A29 59 Ž izmeček M. intracellulare 
8340/15 A30 16 M želodčni sok M. intracellulare 
4858/15 A31 85 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
7792/15 A32 85 M izmeček M. intracellulare 
5379/15* A11 13 M bronheoalveolarni 
izpirek 
M. abscessus/ M. immunogenum 
7807/14 A33 63 M izpirek bronha M. intracellulare 
7838/14 A34 31 M izmeček M. intracellulare 
7809/14 A35 73 Ž izmeček M. intracellulare 
6752/14 A36 87 M aspirat traheje M. intracellulare 
7122/14 A37 67 Ž izmeček M. intracellulare 
5385/14 A38 78 M izmeček M. intracellulare 
6464/14 A39 79 M izmeček M. intracellulare 
5842/14 A40 62 M izmeček M. intracellulare 
6222/14 A41 82 Ž izpirek bronha M. intracellulare 
4588/14 A42 84 M izmeček M. intracellulare 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam kliničnih izolatov (n=139) identificiranih s testom GenoType CM/AS (NP= 
ni podatka; M= moški spol; Ž= ženski spol; *= izolati uporabljeni za metodo ERIC-PCR) 
 
Oznaka 
izolata 
Oznaka 
bolnika 
Starost Spol Vrsta kužnine GenoType CM/AS 
6593/14 A5 12 M bronheoalveolarni izpirek M. abscessus/ M. immunogenum 
5482/14 A43 45 M izmeček M. intracellulare 
4641/14 A44 38 M izmeček M. intracellulare 
4361/14 A45 53 Ž izmeček M. intracellulare 
1230/14 A46 57 Ž izpirek bronha M. abscessus/ M. immunogenum 
738/14 A47 84 Ž izpirek bronha M. intracellulare 
42/14 A48 70 M izpirek bronha M. intracellulare 
8673/13 A49 84 Ž izmeček M. intracellulare 
8039/13 A50 1 M košček tkiva- lice M. intracellulare 
7534/13 A51 84 M induciran izmeček M. intracellulare 
7818/13 A52 71 M izmeček M. intracellulare 
8382/13 A53 49 Ž izmeček M. intracellulare 
7416/13 A54 82 M aspirat traheje M. intracellulare 
7209/13 A55 89 Ž izmeček M. intracellulare 
6503/13 A57 80 M izmeček M. intracellulare 
6505/13 A58 3 Ž aspirat želodčnega soka M. intracellulare 
5450/13 A59 71 M izmeček M. intracellulare 
5236/13 A60 11 M izmeček M. intracellulare 
5115/13 A61 80 M izmeček M. intracellulare 
5154/13 A62 73 Ž induciran izmeček M. intracellulare 
4636/13 A63 70 M izmeček M. intracellulare 
5202/13 A64 60 M izmeček M. intracellulare 
2699/13 A65 50 Ž košček-bezgavka M. abscessus/ M. immunogenum 
7616/13 A66 11 Ž izmeček M. intracellulare 
3448/13 A67 2 Ž košček-bezgavka M. intracellulare 
2561/13 A68 43 M izmeček M. intracellulare 
3072/13* A69 83 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
1211/13 A71 83 Ž izpirek bronha M. intracellulare 
7048/13 A56 33 Ž izmeček M. intracellulare 
1675/13 A70 81 Ž izmeček M. intracellulare 
1785/13 A72 61 Ž izmeček M. intracellulare 
297/13* A73 74 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
405/13 A74 64 M izmeček M. intracellulare 
61/13 A75 85 Ž izmeček M. intracellulare 
7504/12* A76 26 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
7188/12 A77 65 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
6405/12 A80 17 M izmeček M. intracellulare 
6971/12* A78 76 M izpirek bronha M. intracellulare 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam kliničnih izolatov (n=139) identificiranih s testom GenoType CM/AS (NP= 
ni podatka; M= moški spol; Ž= ženski spol; *= izolati uporabljeni za metodo ERIC-PCR) 
 
Oznaka 
izolata 
Oznaka 
bolnika 
Starost Spol Vrsta kužnine GenoType CM/AS 
6666/12 A79 78 M izmeček M. intracellulare 
6408/12 A81 78 M košček- epiglotis M. intracellulare 
5411/12 A82 59 M izmeček M. intracellulare 
4791/12 A83 61 Ž izmeček M. intracellulare 
3258/12 A84 70 M izmeček M. intracellulare 
1361/12 A85 78 Ž izmeček M. intracellulare 
1749/12 A86 89 Ž izmeček M. intracellulare 
923/12 A87 80 Ž izmeček M. intracellulare 
5918/12 A88 47 M induciran izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
5346/12 A89 83 Ž induciran izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
2970/12 A90 85 Ž induciran izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
8038/11 A91 1 M košček tkiva M. intracellulare 
7772/11 A92 82 Ž aspirat zgornjih dihal M. intracellulare 
6934/11* A93 67 M izmeček M. intracellulare 
5221/11 A94 13 Ž želodčni sok M. intracellulare 
5070/11 A95 62 Ž induciran izmeček M. intracellulare 
676/11 A96 2 Ž košček- bezgavka M. intracellulare 
82/12 A97 74 Ž NP M. abscessus/ M. immunogenum 
4726/11* A98 57 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
1457/11 A99 72 Ž punktat hrbtišča roke M. abscessus/ M. immunogenum 
144/11 A100 80 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
8547/10 A101 74 M izmeček M. intracellulare 
8208/10 A102 58 M izmeček M. intracellulare 
7542/11 A103 79 M izmeček M. intracellulare 
6957/10 A104 71 M izpirek bronha M. intracellulare 
5977/10 A105 79 Ž izmeček M. intracellulare 
627/10 A107 61 M induciran izmeček M. intracellulare 
2320/10* A108 83 Ž izmeček M. intracellulare 
5513/09 A109 86 M induciran izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
7995/09* A110 65 M izmeček M. intracellulare 
4942/09 A111 66 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
1617/09 A112 43 M izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
7443/09 A113 42 M izmeček M. intracellulare 
5827/09* A114 43 Ž izmeček M. intracellulare 
6460/09* A115 65 M izmeček M. intracellulare 
6312/09* A116 42 M NP M. intracellulare 
4174/09 A117 64 Ž izmeček M. intracellulare 
3805/09 A118 75 M izmeček M. intracellulare 
4482/10 A106 43 M induciran izmeček M. intracellulare 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam kliničnih izolatov (n=139) identificiranih s testom GenoType CM/ AS 
(NP= ni podatka; M= moški spol; Ž= ženski spol; *= izolati uporabljeni za metodo ERIC-PCR) 
 
Oznaka 
izolata 
Oznaka 
bolnika 
Starost Spol Vrsta kužnine GenoType CM/AS 
3577/09* A119 3 Ž bris bezgavke M. intracellulare 
866/09 A120 81 Ž induciran izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
274/09 A121 70 Ž izmeček M. intracellulare 
8228/08* A122 3 M punktat abscesa M. intracellulare 
5768/08 A123 67 M izmeček M. intracellulare 
5901/08* A124 66 Ž izmeček M. intracellulare 
235/07 A125 78 Ž aspirat traheje M. abscessus/ M. immunogenum 
5987/09* A126 54 M aspirat traheje M. avium 
ATCC 
25291* 
NP NP NP NP M. avium 
5295/16* A127 NP M punktat bezgavke M. avium 
4831/12* A76 26 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
1683/16* A128 81 Ž aspirat zgornjih dihal M. intracellulare 
347QC* NP NP NP NP M. abscessus/ M. immunogenum 
2673/11* A98 57 Ž izmeček M. abscessus/ M. immunogenum 
 
3.1.2 Gojišča 
 
3.1.2.1 Gojišče Löwenstein-Jensen  
 
Za pripravo gojišča Löwenstein-Jensen (LJ) smo v 0,6 L deionizirane vode raztopili 37,2 g 
osnove LJ in ji dodali 12 mL glicerola. Zmes smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Med tem 
časom smo pripravili 1 L homogene jajčne mase, ki smo jo po avtoklaviranju dodali zmesi za 
gojišče LJ. Pripravljeni zmesi smo dodali 7,5 mL sterilnega 2 % malahitnega zelenila. Zmes 
gojišča LJ smo pustili stati pol ure, da so se izločili zračni mehurčki in jo ob prižganem 
gorilniku razlili v sterilne označene epruvete. Gojišče smo koagulirali dva dni zaporedoma  
45 min pri 85 °C (Sigma-Aldrich, 2013). 
 
3.1.2.2 Gojišče 7H10 
 
Za pripravo trdnega agarskega gojišča Middlebrook 7H10 smo v 900 mL deionizirane vode 
raztopili 19 g agarske osnove Middlebrook 7H10. Zmesi smo dodali 5 mL glicerola in jo 
avtoklavirali 10 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo ohlajenemu gojišču ob ognju dodali 
100 mL Middlebrook OADC. Gojišče smo s pomočjo aparata za razlivanje gojišč razlili v 
sterilne plastične petrijevke (BD, 2017).  
 
3.1.3 Kemikalije 
 
 Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
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 osnova Löwenstein-Jensen (LJ) 
 glicerol 
 oksalat malahitnega zelenila 
 
 BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes, ZDA 
 agarske osnove Middlebrook 7H10 
 dodatek gojišču za rast mikobakterij Middlebrook OADC 
 
 Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany 
 test GenoType NTM-DR 
 test GenoType CM/AS 
 inkubator TwinCubator 
 
 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
 voda za molekularno biologijo 
 10 mM EDTA 
 100 mM Tris/HCl 
 10 % raztopina SDS  
 lizocim 10 mg/mL 
 proteinaza K 
 NaCl 
 CTAB (N-cetyl-N,N,N-trimetilamonijev bromid) 
 kloroform/izoamil alkohol v razmerju 24:1 
 izopropanol 
 absolutni etanol 
 10 × TBE 
 etidijev bromid 
 bromfenol modro 
 lestvica standard DNA 100 bp 
 
3.1.4 Oprema 
 
 Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
  termoblok Thermomixer R 
 centrifuga Centrifuge 5417R 
 
 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 aparat za PCR Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler 
 
 Bio-Rad, Laboratories Srl, Milano, Italija 
 kadička za elektroforezo Sub-Cell GT Cell 
 transiluminator GelDoc 2000 
 
 GenProbe, San Diego, ZDA 
 sonikacijska kopel 
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 Perkin Elmer, Waltham, ZDA 
 aparat za PCR GeneAmp PCR System 9600 
 
3.1.5 Pufri in raztopine 
  
3.1.5.1 Pufer 1 × TBE 
 
Pripravili smo ga iz 10 × TBE tako, da smo dali 100 mL 10 × TBE v 900 mL sterilne 
destilirane vode. 
 
3.1.5.2 Pufer 1 × TE  
 
Raztopino 100 mM Tris/HCl (pH 8,0) in 10 mM EDTA smo razredčili z destilirano vodo v 
razmerju 1:10. 
 
3.1.5.3 Raztopina 10 % SDS 
 
Zatehtali smo 10 g SDS in ga raztopili v 100 mL sterilne destilirane vode. 
 
3.1.5.4 Raztopina 5 M NaCl  
 
Raztopino smo pripravili tako, da smo 29,2 g NaCl raztopili v 100 mL sterilne destilirane 
vode.  
 
3.1.5.5 Raztopina CTAB/NaCl  
 
Raztopino smo pripravili tako, da smo 4,1 g NaCl raztopili v 80 mL sterilne vode in med 
mešanjem dodali 10 g CTAB in segrevali pri 65 °C, da smo pospešili raztapljanje. Ko sta se 
NaCl in CTAB raztopila, smo dodali do 100 mL sterilne vode, 
 
3.1.5.6 Raztopina 70 % etanol  
 
Za pripravo 70 % etanola smo 70 mL absolutnega etanola smo zmešali s 30 mL sterilne vode.  
 
3.1.5.7 Raztopina 2 % malahitno zelenilo  
 
Raztopino 2 % malahitnega zelenila smo pripravili tako, da smo zatehtali 2 g oksalata 
malahitnega zelenila in raztopili v 100 mL deionizirane vode. Raztopino smo filtrirali skozi 
filtrirni papir in jo avtoklavirali. 
 
3.1.5.8 Raztopina etidijev bromid 0,5 μg/mL 
 
Osnovno raztopino etidijevega bromida 500 μg/mL smo pripravili tako, da smo odtehtali  
100 mg etidijevega bromida in ga raztopili v 10 mL destilirane vode in dobili raztopino  
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10 mg/mL. 3 mL te raztopine (10 mg/mL) smo dodali v 57 mL destilirane vode in tako dobili 
osnovno raztopino s koncentracijo 500 μg/mL. To smo redčili v razmerju 1:1000 in dobili 
delovno koncentracijo 0,5 μg/mL. 
 
3.1.5.9 Nanašalni pufer 5 × DNA 
 
Za pripravo nanšalnega pufra 5 × DNA smo zatehtali 50 g glicerola, 0,05 g bromfenol 
modrila in 0,1861 g EDTA, dodali 5 mL 1 M Tris/HCl (pH 7,5) in dopolnili do 100 mL s 
sterilno destilirano vodo. 
 
3.1.5.10 Nanašalni pufer 1 × DNA 
 
Nanašalni pufer 1 × DNA smo pripravili z redčenjem nanašalnega pufra 5 × DNA z 
destilirano vodo v razmerju 1:5.  
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA MIKOBAKTERIJ S TESTOM GENOTYPE 
NTM-DR  
 
Test GenoType NTM-DR (Hain Lifescience GmbH) je molekularno genetska metoda, ki 
temelji na pomnoževanju izolirane DNA z verižno reakcijo s polimerazo in hibridizaciji DNA 
na membrane, na katerih dobimo črtice, ki so značilne za posamezno vrsto iz sklopa MAC ali 
MABSC. Na membranah so vezani specifični odseki enoverižne DNA, na katere v času 
hibridizacije veže izolirana mikobakterijska DNA. Sledi vezava konjugata, ki vsebuje 
streptavidin in encim alkalna fosfataza. Če se je uspešno vezala mikobakterijska DNA na 
membrano, se bo biotin povezal s streptavidinom in po dodatku substrata nastanejo na 
membranah obarvani produkti.  
 
3.2.1.1 Ekstrakcija DNA 
 
DNA smo izolirali iz bakterijske kulture, ki je porasla na trdnem gojišču LJ. V 1,5 mL 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 300 μL vode za molekularno biologijo in dodali 1/3 
mikrobiološke zanke bakterijske kulture. Tako pripravljene vzorce smo inkubirali v 
termobloku pri 95 °C 20 min. Nato smo mikrocentrifugirke prenesli v plovec in jih sonicirali 
v sonikacijski kopeli 15 min. Sledilo je centrifugiranje vseh vzorcev pri 14.000 RPM, 5 min. 
Po centrifugiranju smo dobili DNA v supernatantu. V naslednjem koraku je sledilo 
pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo.  
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3.2.1.2 Pomnoževanje nukleinskih kislin z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
 
Za PCR smo potrebovali poleg izolirane DNA še reakcijsko zmes, ki jo sestavljata reagenta 
AM-A in AM-B (preglednica 4), ki sta del diagnostičnega kompleta GenoType NTM-DR 
(Hain Lifescience GmbH). Reakcijsko zmes smo odpipetirali v označene 0,2 mL 
mikrocentrifugirke in ji dodali 5 μL izolirane DNA.  
 
Preglednica 4: Sestava posamezne reakcijske zmesi za reakcijo PCR s testom GenoType NTM-DR 
Reagent μL / 1 reakcijsko zmes 
AM-A 10 
AM-B 35 
Skupaj 45 
 
Nato smo prenesli mikrocentrifugirke v aparat za PCR, kjer je potekalo pomnoževanje DNA 
po protokolu, ki je naveden v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Pogoji pomnoževanja mikobakterijske DNA s testom GenoType NTM-DR 
Število ciklov Temperatura (°C) Čas 
1 95 15 min 
10 95 30 s 
65 2 min 
 
20 
 
95 25 s 
50 40 s 
70 40 s 
1 71 8 min 
 
3.2.1.3 Dokazovanje pomnožene DNA z vezavo na membrane 
 
Pomnoževanju DNA je sledila vezava na membrane in interpretacija rezultatov. Za 
hibridizacijo smo uporabili reagente, ki so del diagnostičnega kompleta GenoType NTM-DR 
(Hain Lifescience GmbH). Pred začetkom dela smo segreli hibridizacijsko pečico na 45 °C ± 
1 °C, vanjo postavili hibridizacijski pufer HYB (angl. Hybridization Buffer) in raztopino za 
čiščenje STR (angl. Stringent Wash Solution), da sta se segreli na temperaturo 37–45 °C. Vsi 
ostali reagenti so bili segreti na sobno temperaturo, z izjemo CON-C (angl. Conjugate 
Concentrate) in SUB-C (angl. Substrate Concentrate), ki sta bila do uporabe na hladnem. 
Najprej smo označili jamice na kadički in v vsako jamico dodali 20 μL denaturacijske 
raztopine DEN (angl. Denaturation Solution) in 20 μL namnoženega vzorca. Dobro smo 
premešali, da smo dobili homogeno barvo in počakali 5 min, da je potekla denaturacija 
pomnožene DNA. V tem času smo pripravili ustrezno označene membrane. Po preteku 5 
minut smo dodali v vsako jamico 1 mL segretega HYB pufra in membrane, ki so bile prekrite 
s tekočino HYB. Sledila je inkubacija pri 45 °C ± 1 °C 30 min v inkubatorju TwinCubator. V 
tem času je prišlo do vezave enoverižne DNA na membrano. Vsi nadaljnji koraki so bili 
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izvedeni v inkubatorju TwinCubator. Po inkubaciji smo odstranili vso tekočino in dodali v 
vsako jamico 1 mL segrete raztopine za čiščenje STR, katere vloga je odstranitev 
nespecifično vezane DNA. Sledila je inkubacija 45 °C ± 1 °C 15 min in po preteku 15 min 
smo ponovno odstranili odvečno tekočino. V vsako jamico smo dodali 1 mL raztopine za 
spiranje RIN (angl. Rinse Solution), ki odstrani preostanek nespecifično vezanih produktov 
DNA, in inkubirali 1 min pri sobni temperaturi. Ponovno smo odlili tekočino in nato smo 
dodali 1 mL predhodno pripravljenega konjugata CON (preglednica 6) in inkubirali s 
stresanjem pri sobni temperaturi 30 min. V tem koraku pride do vezave encima alkalne 
fosfataze, ki je vezan na streptavidin, na biotin, s katerim je označena DNA, ki je vezana na 
membrani. Po preteku 30 min smo izvedli postopke spiranja dvakrat po 1 min s tekočino RIN 
in enkrat 1 min z destilirano vodo. V vsako jamico smo nato dodali 1 mL predhodno 
pripravljenega substrata SUB (preglednica 7) in inkubirali v temi od 10–20 min. Encim 
alkalna fosfataza je razgradila dodani substrat in dobili smo vidne črtice membrani. Reakcijo 
smo ustavili z dvakratnim 1-min spiranjem z destilirano vodo. Membrane smo posušili na 
filtrirnem papirju in sledila je interpretacija rezultatov. 
 
Preglednica 6: Količina posameznih reagentov (CON-D in CON-C), potrebna za pripravo zmesi konjugata za en 
vzorec 
Konjugat  μL / 1 vzorec 
CON-D 990 
CON-C 10 
Skupaj 1000 
 
Preglednica 7: Količina posameznih reagentov (SUB-D in SUB-C), potrebna za pripravo zmesi substrata za en 
vzorec 
Substrat  μL / 1 vzorec 
SUB-D 990 
SUB-C 10 
Skupaj 1000 
 
3.2.1.4 Interpretacija rezultatov molekularne identifikacije 
 
Vsaka membrana vsebuje univerzalno kontrolo in kontrolo konjugata (slika 5, slika 6). 
Univerzalna kontrola nastane, če so bile v vzorcu katerekoli po Gramu pozitivne bakterije z 
visoko vsebnostjo baznih parov G-C. Kontrola konjugata nam pokaže, da je reakcija med 
konjugatom in substratom pravilno potekla, torej da je izvedba testa pravilna. Ostale oznake 
na membrani morajo imeti vsaj tako intenziteto barve kot univerzalna kontrola. S pomočjo 
tabel in interpretacijskih shem smo identificirali, kateri vrsti oziroma podvrsti pripada naš 
izolat.  
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Slika 5: Interpretacijska shema, s katero določimo, kateri mikobakterijski vrsti pripada določen vzorec na 
membrani 
                
 
Slika 6: Membrane za vezavo pomnožene mikobakterijske DNA. Po vezavi DNA, dodamo substrat. Pojavijo se 
črtice, katerih razporeditev je značilna za posamezno mikobakterijsko vrsto, ki jo identificiramo s testom 
GenoType NTM-DR. Poleg identifikacije mikobakterijskih vrst lahko pridobimo informacije o mutacijah v 
genih erm(41), rrl in rrs 
M. chimaera, mutacija v genu 
rrl 
M. abscessus subsp. abscessus, 
mutacija v genu erm(41) T28 
M. intracellulare, brez 
mutacij v genih 
M. chimaera, brez mutacij v 
genih 
M. abscessus subsp. abscessus, 
brez mutacij v genih 
M. abscessus subsp. bolletii, 
brez mutacij v genih 
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3.2.2 METODA ERIC-PCR 
 
3.2.2.1 Priprava pozitivne kontrole E. coli 
 
Metoda ERIC-PCR je bila vzpostavljena na E. coli, zato smo se odločili, da za pozitivno 
kontrolo ERIC-PCR uporabimo standardne seve E. coli: ATCC 11775, ATCC 35288 in 
ATCC 25922. V 5 mL tekočega gojišča Luria-Bertani smo nacepili eno kolonijo 
bakterijskega seva in inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo odpipetirali 1 mL 
prekonočne bakterijske kulture v 1,5 mL mikrocentrifugirko in jo centrifugirali 1 min pri  
14.000 RPM. Nato smo odstranili supernatant v celoti in celice resuspendirali v 200 μL 
sterilne destilirane vode. Tako pripravljeno suspenzijo smo inkubirali 10 min pri 100 °C in jo 
po inkubaciji centrifugirali 10 min. 10 μL supernatanta smo dodali v reakcijsko zmes 
(preglednica 9) za PCR in izvedli reakcijo v aparatu za PCR po protokolu za ERIC-PCR 
(preglednica 10). Za pomnoževanje nukleinskih kislin smo uporabili dva različna začetna 
oligonukleotida ERIC 1R in ERIC 2 (preglednica 8). 
 
Preglednica 8: Nukleotidno zaporedje uporabljenih začetnih oligonukleotidov ERIC1R in ERIC2  
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje (5' - 3') 
ERIC1R TAA GCT CCT GGG GAT TCA C 
ERIC2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 
 
Dobljene produkte smo ovrednotili z metodo gelske elektroforeze. 5 μL pomnožene DNA 
smo zmešali s 5 μL nanašalnega pufra 1 × DNA in zmes nanesli na 1,5 % agarozni gel in 
izvedli elektroforezo (110 V; 60 min). Preostanek supernatanta, ki ga nismo uporabili za 
ERIC-PCR, smo prenesli v svežo 1,5 mL mikrocentrifugirko in ga do uporabe hranili pri  
–80 °C. 
 
Preglednica 9: Sestava posamezne reakcijske zmesi za pomnoževanje mikobakterijske DNA z metodo ERIC-
PCR 
Reagenti μL / eno reakcijsko zmes Končna koncentracija 
Začetni oligonukleotid ERIC 1R 1 2 pmol/ μL 
Začetni oligonukleotid ERIC 2 1 2 pmol/ μL 
dNTP 1 10 mM 
10 × pufer za Taq- polimerazo 5 - 
25mM MgCl2 5 - 
Taq- polimeraza 0,25 5 U/ μL 
Sterilna deionizirana voda 26,75 - 
Bakterijski lizat 10 - 
Skupaj 50 - 
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Preglednica 10: Protokol pomnoževanja za metodo ERIC-PCR za DNA bakterije Escherichia coli 
Število ciklov Temperatura ( °C) Čas  
1 94 4 min 
 
35 
94 30 s 
40 15 s 
72 5 min 
1 72 7 min 
 
3.2.2.2 Priprava matrične DNA mikobakterij za ERIC-PCR  
 
Vsi izolati so bili nacepljeni na gojišče 7H10. Iz bakterij iz sklopa MABSC smo izolirali 
DNA po metodi izolacije s CTAB, ker se je izkazalo, da z ekstrakcijo ne dobimo zadosti 
kakovostne DNA in pomnoževanje ni učinkovito. Iz bakterij iz sklopa MAC smo DNA 
ekstrahirali z nekoliko spremenjeno metodo, ki se uporablja za test GenoType NTM-DR 
(Hain Lifescience GmbH). Vrste iz sklopa MAC smo nacepili na trdno gojišče 7H10 in 
inkubirali pri 37 °C vsaj en teden oziroma dokler ni bilo zadosti vidne biomase na trdnem 
gojišču. Bakterijske kolonije smo pobrali z mikrobiološko zanko in jih prenesli v 1,5 mL 
mikrocentrifugirke s 300 μL vode za molekularno biologijo. Suspenzijo smo inkubirali 1 h pri 
95 °C in jo nato sonicirali v sonikacijski kopeli 30 min, da smo uspešno razbili celično steno 
mikobakterij. Po sonikaciji smo vzorce centrifugirali 5 min pri 14.000 RPM. Po 
centrifugiranju smo dobili na dnu usedlino celic, v supernatantu se pa nahajala 
mikobakterijska DNA. Supernatant smo odpipetirali v sveže 1,5 mL mikrocentrifugirke in ga 
shranili do uporabe pri –80 °C.  
 
3.2.2.3 Izolacija DNA s CTAB 
 
Pri nekaterih izolatih mikobakterij, kjer z ekstrakcijo DNA nismo mogli dobiti ustrezne 
količine in čistoče DNA, smo DNA pridobili z izolacijo s CTAB. V 2 mL mikrocentrifugirke 
smo odpipetirali 400 μL pufra 1 × TE in dodali najmanj 2 polni mikrobiološki zanki 
bakterijske kulture z gojišča 7H10. Vsako mikrocentrifugirko smo mešali na mešalu vsaj  
10 sekund in jo inkubirali v vodni kopeli 20 min pri 80 °C in s tem povzročili razpad celic. Po 
končan inkubaciji smo vzorce ohladili na sobno temperaturo in jim dodali 50 μL encima 
lizocim, ki razgradi bakterijsko celično steno. Zmes smo inkubirali vsaj 1 uro v vodni kopeli 
pri 37 °C. Nato smo vzorce ponovno ohladili na sobno temperaturo in jim dodali 75 μL zmesi 
10 % raztopine SDS in encima proteinaze K (za vsak vzorec potrebujemo 5 μL proteinaze K 
in 70 μL 10 % SDS) in jih inkubirali 10 min pri 65 °C. Nato smo dodali 100 μL 5 M NaCl in 
100 μL raztopine CTAB/NaCl. Preden dodamo raztopino CTAB/NaCl jo je potrebno segreti 
na 65 °C. Vse vzorce smo mešali na mešalu dokler niso postali belkasti in jih inkubirali v 
vodni kopeli 10 min pri 65 °C. 
 
Nato smo vsakemu vzorcu dodali 750 μL raztopine kloroform/izoamil alkohol v razmerju 
24:1. Vzorce smo dobro premešali na mešalu in jih centrifugirali 8 min pri 12.400 RCF, s 
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čimer smo povzročili nastanek dveh faz in oboritev nečistoč V zgornji, vodni fazi se nahaja 
mikobakterijska DNA, zato smo supernatant prenesli v nove mikrocentrifugirke in mu dodali 
0,6 volumna izopropanola, ki obori DNA iz vodne faze. Vzorce smo postavili za 30 min na  
–20 °C. Nato je sledilo centrifugiranje 15 min pri 12.400 RCF kar je povzročilo, da smo 
dobili na dnu mikrocentrifugirke sediment, ki predstavlja DNA. Odstranili smo odvečni 
supernatant in sedimentu dodali 1 mL 70 % na –20 °C ohlajenega etanola, ki je spral oborino 
DNA. Vzorce smo ponovno centrifugirali 5 min pri 12.400 RCF in odstranili ves supernatant. 
Mikrocentrifugirke z oborino smo pustili odprte v mikrobiološki komori, dokler se oborina ni 
popolnoma osušila. Glede na velikost oborine smo dodali 2080 μL pufra 1 × TE in tako 
pripravljene vzorce inkubirali eno uro s stresanjem pri 37 °C. Tako pripravljene izolate DNA 
smo hranili do uporabe pri 4 °C. 
 
3.2.2.4 Sestava reakcijske zmesi in program za ERIC-PCR 
 
Sestava reakcijske zmesi za vsak vzorec je navedena v preglednici 9. Pri vseh izolatih sklopa 
MABSC smo uporabili metodo izolacije DNA s CTAB. Pri izolatih iz sklopa MAC smo 
uporabili nekoliko prilagojeno metodo ekstrakcije DNA, ki se uporablja za test GenoType 
NTM-DR (Hain Lifescience GmbH). Protokol pomnoževanja DNA, ki je ustrezen za 
mikobakterije je naveden v preglednici 11. ERIC-PCR za vse izolate smo izvedli na aparatu 
za PCR Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler. Produkte pomnoževanja ERIC-PCR smo 
preverili z metodo gelske elektroforeze.  
 
Preglednica 11: Protokol pomnoževanja mikobakterijske DNA z metodo ERIC- PCR 
Število ciklov Temperatura ( °C) Čas  
1 95 4 min 
 
35 
94 45 s 
52 1 min 
70 10 min 
1 70 20 min 
 
3.2.2.5 Elektroforeza na agaroznem gelu 
 
Za elektroforezo smo uporabili 1,5 % agarozni gel, ki smo ga pripravili tako, da smo zatehtali 
1,2 g agaroze in dodali 80 mL pufra 1 × TBE. S segrevanjem v mikrovalovni pečici smo 
agarozo v pufru raztopili in mu nato dodali 80 μL etidijevega bromida (0,5 μg/mL). Tako 
pripravljeno raztopino smo vlili v model za gel, ki je imel vstavljen ustrezen glavnik, ki 
ustvari jamice v gelu. Ko se je gel strdil, smo ga prenesli v kadičko za elektroforezo, ki je bila 
napolnjena do oznake s pufrom 1 × TBE.  
 
Predno smo vzorce nanesli na gel, smo jih zmešali z nanašalnim pufrom 1 × DNA. Nanašalni 
pufer nam je omogočil slediti poteku elektroforeze in povzročil, da so se naši vzorci usedli v 
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jamice na gelu. Ko smo nanesli vse vzorce na gel, smo kadičko pokrili s pokrovom in jo 
priključili na napetost 110V za 1 uro. 
 
3.2.2.6 Interpretacija rezultatov  
 
Po končani elektroforezi je sledila interpretacija rezultatov s pomočjo transiluminatorja, kjer 
zaradi UV svetlobe postanejo vidni na gelu fragmenti DNA. 
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4 REZULTATI 
4.1 MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA MIKOBAKTERIJ S TESTOM GENOTYPE  
NTM-DR  
 
Molekularno identifikacijo s testom GenoType NTM-DR (Hain Lifescience GmbH) smo 
izvedli na 139 slovenskih izolatih iz sklopa MABSC in MAC, izoliranih iz kliničnih vzorcev 
128 bolnikov, med katerimi je bilo 72 moških in 57 žensk. Povprečna starost bolnikov ob 
odvzemu vzorca je bila 59,8 let. Vsaka membrana vsebuje dve kontroli: kontrola uspešnosti 
pomnoževanja DNA in kontrola vezave konjugata s substratom. Če se na obeh mestih 
pojavita črtici na membrani, so rezultati veljavni. Pri vseh izolatih smo dobili obe črtici, torej 
smo uspešno identificirali vse izolate. V preglednici 12 so predstavljeni rezultati identifikacije 
mikobakterijskih vrst za posamezen izolati ter prisotnost oziroma odsotnost mutacij v genih, 
ki posredujejo odpornost proti najpomembnejšim protimikrobnim sredstvom. V preglednici 
12 je tudi opredeljeno, če gre za izolat, ki je klinično pomemben, oziroma je izoliran pri 
bolniku s CF. 
 
Preglednica 12: Rezultati identifikacije izolatov pridobljene s testom GenoType NTM-DR (MA= makrolidi; 
AG= aminoglikozidi; R= odporen; S= občutljiv; wt= divji tip; MUT= mutacija; KP= klinično pomembno; CF= 
cistična fibroza; /= ni podatka)  
Oznaka 
izolata 
GenoType NTM-DR erm(41) 
C28/T28 
rrl 
wt/ MUT 
rrs 
wt/ MUT 
MA AG KP/
CF 
2797/16 M. abscessus subsp. bolletii erm (41) T28 wt wt R S / 
5022/16 M. abscessus subsp. 
massiliense 
nefunkcionale
n gen 
wt wt S S / 
4227/16 M. chimaera / wt wt S S / 
5281/16  M. chimaera  / wt wt S S / 
5603/16 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S KP/C
F 
2384/16 M. chimaera / wt wt S S / 
89/16 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S KP/ 
CF 
434/16 M. intracellulare / wt wt S S / 
532/16 M. intracellulare / wt wt S S / 
721/16 M. intracellulare / wt wt S S / 
504/16 M. intracellulare / wt wt S S / 
505/16 M. abscessus subsp. bolletii erm (41) T28 wt wt R S / 
1000/16 M. intracellulare / wt wt S S / 
1392/16 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S KP/ 
CF 
2164/16 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S KP/ 
CF 
4443/16 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S / 
3882/16 M. chimaera / wt wt S S / 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje preglednice 12: Rezultati identifikacije izolatov pridobljene s testom GenoType NTM-DR (MA= 
makrolidi; AG= aminoglikozidi; R= odporen; S= občutljiv; wt= divji tip; MUT= mutacija; KP= klinično 
pomembno; CF= cistična fibroza; /= ni podatka) 
 
Se nadaljuje … 
Oznaka 
izolata 
GenoType NTM-DR erm(41)  
C28/T28 
rrl  
wt/ MUT 
rrs  
wt/ MUT 
MA AG KP/
CF 
4096/15 M. chimaera / wt wt S S CF 
1980/16 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
108/15 M. intracellulare / wt wt S S KP 
295/15 M. intracellulare / wt wt S S KP 
1361/15 M. chimaera / wt wt S S / 
1659/15 M. intracellulare / wt wt S S KP 
1839/15 M. chimaera / wt wt S S / 
1798/15 M. intracellulare / wt wt S S / 
3309/15 M. intracellulare / wt wt S S / 
3856/15 M. chimaera / wt wt S S / 
5391/15 M. chimaera / wt wt S S / 
5680/15 M. chimaera / wt wt S S KP 
6326/15 M. chimaera  / wt wt S S / 
7699/15 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
7581/15 M. chimaera / wt wt S S / 
8340/15 M. chimaera / wt wt S S / 
4858/15 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
7792/15 M. chimaera / wt wt S S / 
5379/15 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S KP/
CF 
7807/14 M. intracellulare / wt wt S S  
7838/14 M. intracellulare / wt wt S S / 
7809/14 M. chimaera / wt wt S S / 
6752/14 M. intracellulare / wt wt S S / 
7122/14 M. chimaera / wt wt S S / 
5385/14 M. chimaera / wt wt S S / 
6464/14 M. intracellulare / wt wt S S / 
5842/14 M. chimaera / wt wt S S / 
6222/14 M. intracellulare / wt wt S S / 
4588/14 M. chimaera / wt wt S S / 
6593/14 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S KP/
CF 
5482/14 M. chimaera / wt wt S S / 
4641/14 M. intracellulare / wt wt S S / 
4361/14 M. chimaera / wt wt S S / 
1230/14 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
738/14 M. intracellulare / wt wt S S KP 
42/14 M. chimaera / wt wt S S / 
8673/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
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Nadaljevanje preglednice 12: Rezultati identifikacije izolatov pridobljene s testom GenoType NTM-DR (MA= 
makrolidi; AG= aminoglikozidi; R= odporen; S= občutljiv; wt= divji tip; MUT= mutacija; KP= klinično 
pomembno; CF= cistična fibroza; /= ni podatka) 
 
Oznaka 
izolata 
GenoType NTM-DR erm(41)  
C28/T28 
rrl  
wt/ MUT 
rrs  
wt/ MUT 
MA AG KP/
CF 
7818/13 M. chimaera / wt wt S S / 
8382/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
7416/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
7209/13 M. chimaera / wt wt S S / 
7048/13 M. chimaera / wt wt S S CF 
7616/13 M. chimaera / wt wt S S CF 
6503/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
6505/13 M. chimaera / wt wt S S / 
5450/13 M. chimaera / wt wt S S / 
5236/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
5115/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
5154/13 M. chimaera / wt wt S S / 
4636/13 M. chimaera / wt wt S S / 
5202/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
2699/13 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
3448/13 M. intracellulare / wt wt S S KP 
2561/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
3072/13 M. abscessus subsp. 
massiliense 
nefunkcionalen 
gen 
wt wt S S / 
1675/13 M. chimaera / wt wt S S / 
1211/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
1785/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
297/13 M. abscessus subsp. 
massiliense 
nefukncionalen 
gen 
wt wt S S / 
405/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
61/13 M. intracellulare / wt wt S S KP 
7504/12 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S CF/
KP 
7118/12 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
6971/12 M. intracellulare / wt wt S S / 
6666/12 M. intracellulare / wt wt S S KP 
6405/12 M. chimaera / wt wt S S / 
6408/12 M. chimaera / wt wt S S / 
5411/12 M. chimaera / wt wt S S / 
4791/12 M. intracellulare / wt wt S S / 
3258/12 M. chimaera / wt wt S S / 
1361/12 M. chimaera / wt wt S S / 
1749/12 M. intracellulare / wt wt S S / 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje preglednice 12: Rezultati identifikacije izolatov pridobljene s testom GenoType NTM-DR (MA= 
makrolidi; AG= aminoglikozidi; R= odporen; S= občutljiv; wt= divji tip; MUT= mutacija; KP= klinično 
pomembno; CF= cistična fibroza; /= ni podatka) 
 
Oznaka 
izolata 
GenoType NTM-DR erm(41)  
C28/T28 
rrl  
wt/ MUT 
rrs  
wt/ MUT 
MA AG KP/
CF 
2970/12 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S KP 
5346/12 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S KP 
8038/11 M. intracellulare / wt wt S S KP 
7772/11 M. intracellulare / wt wt S S / 
7542/11 M. chimaera / wt wt S S / 
6934/11 M. chimaera / wt wt S S / 
5221/11 M. chimaera / wt wt S S / 
5070/11 M. intracellulare / wt wt S S / 
676/11 M. intracellulare / wt wt S S KP 
82/12 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S KP 
4726/11 M. abscessus subsp. bolletii erm (41) T28 wt wt R S KP 
1457/11 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
144/11 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) C28 wt wt S S / 
8547/10 M. chimaera / wt wt S S / 
8208/10 M. intracellulare / wt wt S S / 
6957/10 M. chimaera / wt wt S S / 
5977/10 M. intracellulare / wt wt S S KP 
4482/10 M. chimaera / wt wt S S / 
627/10 M. chimaera / wt wt S S / 
2320/10 M. intracellulare / wt wt S S / 
5513/09 M. abscessus subsp. bolletii erm (41) T28 wt wt R S / 
4942/09 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
1617/09 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) T28 wt wt R S / 
866/09 M. abscessus subsp. abscessus erm (41) C28 wt wt S S / 
7995/09  M. intracellulare  / wt wt S S / 
7433/09  M. intracellulare  / wt wt S S / 
5827/09 M. chimaera / wt wt S S KP 
6460/09 M. intracellulare / wt wt S S KP 
6312/09 M. intracellulare / wt wt S S / 
4174/09 M. chimaera / wt wt S S / 
3805/09 M. intracellulare / wt wt S S KP 
3577/09 M. intracellulare / wt wt S S KP 
274/09 M. chimaera / wt wt S S / 
 8228/08 M. intracellulare / wt wt S S KP 
5768/08 M. chimaera / wt wt S S KP 
5901/08 M. intracellulare / wt wt S S KP 
5987/09 M. avium / wt wt S S / 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje preglednice 12: Rezultati identifikacije izolatov pridobljene s testom GenoType NTM-DR (MA= 
makrolidi; AG= aminoglikozidi; R= odporen; S= občutljiv; wt= divji tip; MUT= mutacija; KP= klinično 
pomembno; CF= cistična fibroza; /= ni podatka) 
 
Oznaka 
izolata 
GenoType NTM-DR erm(41)  
C28/T28 
rrl  
wt/ MUT 
rrs  
wt/ MUT 
MA AG KP/ 
CF 
ATCC 
25291 
M. avium / wt wt S S / 
5295/16 M. avium / wt wt S S / 
4813/12 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S / 
1683/16 M. intracellulare / wt wt S S / 
347QC M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S / 
2673/11 M. abscessus subsp. 
bolletii 
erm (41) T28 wt wt R S / 
7534/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
235/07 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S / 
3535/16 M. chimaera / wt wt S S / 
5918/12 M. abscessus subsp. 
abscessus 
erm (41) T28 wt wt R S / 
8039/13 M. intracellulare / wt wt S S / 
 
Med 139 izolati je bilo 105 izolatov iz sklopa M. avium in 34 izolatov iz sklopa M. abscessus. 
Dva izolata nista bila izolirana iz kužnin bolnikov, ampak sta bila kontrolna seva (vrsti  
M. avium in M. abscessus subsp. abscessus). Najpogostejša vrsta med izolati iz sklopa  
M. avium je bila M. intracellulare (n=53; 50,4 %), sledi ji vrsta M. chimaera (n=49; 46,7 %). 
Tri izolate vrste M. avium smo vključili v študijo z namenom testiranja metode ERIC-PCR 
tudi pri drugih vrstah sklopa M. avium. Največ izolatov iz sklopa M. abscessus pripada vrsti  
M. abscesuss subsp. abscessus (n=26; 76 %),  
 
4.1.1 Zastopanost posameznih vrst sklopa Mycobacterium avium in Mycobacterium 
abscessus 
 
Sliki 7 in 8 prikazujeta delež posameznih vrst med slovenskimi izolati (n=128) NTM, 
izoliranimi v obdobju od januarja 2007 do septembra 2016, ki pripadajo sklopu MAC in 
MABSC. Med našimi bolniki je bilo nekaj takih, pri katerih smo imeli več različnih izolatov 
NTM v različnih časovnih obdobjih. Preverili smo ali se pri enem bolniku pojavlja ista 
mikobakterijska vrsta skozi čas. Ker smo pri vseh bolnikih (z izjemo enega bolnika) z večjim 
številom izolatov ugotovili, da se pojavlja enaka mikobakterijska vrsta, smo pri analizi 
rezultatov upoštevali le en izolat na bolnika. Iz dobljenih rezultatov vidimo (slika 7), da sta 
bakteriji M. intracellulare in M. chimaera zastopani v skoraj enakem deležu med slovenskimi 
izolati (n=101).  
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Slika 7: Prikaz deleža mikobakterijskih vrst Mycobacterium intracellulare in Mycobacterium chimaera med 
slovenskimi izolati, izoliranimi iz kliničnih vzorcev bolnikov v obdobju od januarja 2007 do septembra 2016 (1 
izolat vsakega bolnika) 
Slika 8 pa prikazuje, da med slovenskimi izolati mikobakterij iz sklopa MABSC (n= 29) 
prevladuje podvrsta M. abscessus subsp. abscessus, medtem ko se ostali dve podvrsti 
pojavljata redkeje. 
 
 
 
 
Slika 8: Prikaz deleža posameznih bakterijskih podvrst sklopa Mycobacterium abscessus med slovenskimi 
izolati, izoliranimi iz kliničnih vzorcev bolnikov v obdobju od januarja 2007 do septembra 2016 (1 izolat 
vsakega bolnika) 
4.1.2 Delež klinično pomembnih izolatov znotraj posameznih vrst sklopa Mycobacterium 
avium in Mycobacterium abscessus 
 
V našo retrospektivno analizo smo zajeli 139 slovenskih izolatov, izoliranih iz kliničnih 
vzorcev 128 bolnikov. Zanimalo nas je, koliko izolatov je klinično pomembnih in ali se 
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pojavljajo izolati pri bolnikih s CF, ki pa niso nujno klinično pomembni. V preglednici 13 je 
predstavljeno, koliko in kolikšen delež od skupaj izoliranih izolatov posamezne vrste je bilo 
klinično pomembnih in katerim vrstam pripadajo izolati bolnikov s CF. V primeru, ko smo 
imeli več izolatov izoliranih pri enem bolniku, smo pri predstavitvi rezultatov upoštevali, da 
smo od vsakega bolnika vzeli le en izolat, če so vsi izolati pripadali isti mikobakterijski vrsti.  
 
Preglednica 13: Število klinično pomembnih izolatov in število izolatov bolnikov s cistično fibrozo in deleži 
posameznih vrst med njimi (KP= klinično pomemben izolat; CF= cistična fibroza; *=1 bolnik, kjer smo izolirali 
2 različni mikobakterijski vrsti) 
 
Mikobakterijska vrsta KP (%) CF (%) 
M. abscessus subsp. abscessus 7 (30) 4 (17,4) 
M. abscessus subsp. massiliense 0  0 
M. abscessus subsp. bolletii 1 (33) 0 
M. intracellulare 15 (28,9) 0 
M. chimaera 3 (6,1) 3 (6,1) 
Skupaj 25 (19,5) 6*(4,6) 
 
Iz preglednice 13 lahko vidimo, da je izmed 128 izolatov 25 izolatov klinično pomembnih. 
Največ jih pripada vrsti M. intracellulare (n=15; 28,9 %), katere izolati so bolj pogosto 
klinično pomembni od izolatov vrste M. chimaera (n=3; 6,1 %). Iz tega lahko predvidevamo, 
da je morda bakterija M. intracellulare bolj patogena od bakterije M. chimaera. Pri 
mikobakterijah iz sklopa MABSC se je izkazalo, da je podvrsta M. abscessus subsp. 
abscessus najpogosteje klinično pomembna (n=7; 30 %). Med temi 7 izolati, so bili 4 izolati 
izolirani pri bolnikih s CF. Poleg mikobakterije M. abscessus subsp. abscessus smo pri 
bolnikih s CF našli tudi 3 izolate, ki pripadajo vrsti M. chimaera, ki pa v tem primeru niso bili 
klinično pomembni. Med klinično pomembne izolate spada tudi en izolat (33,3 %), ki pripada 
podvrsti M. abscessus subsp. bolletii, med tem ko noben izolat M. abscessus subsp. 
massiliense ni klinično pomemben, niti ni bil izoliran iz kliničnih vzorcev bolnikov s CF. 
 
4.1.3 Prisotnost genov za odpornost proti antibiotikom 
 
Pri vseh izolatih (n=139) smo preverili prisotnost mutacij v genih za odpornost proti 
makrolidom in aminoglikozidom. Gen erm(41) smo našli samo pri sklopu MABSC, vendar pa 
je pri podvrsti M. abscessus subsp. massiliense gen nefunkcionalen, torej kljub mutaciji tak 
izolat ni odporen proti makrolidom. Sklop MAC ima samo gena rrl in rrs. Če izolat vsebuje 
mutacijo v genu erm(41) T28 ali v genu rrl je tak izolat odporen proti makrolidom. Če se 
pojavi mutacija v genu rrs je tak izolat odporen proti aminoglikozidom. V preglednici 14 je 
predstavljeno število in delež mutacij v genih erm(41), rrl in rrs pri izolatih posamezne 
mikobakterijske vrste. Rezultati kažejo, da so vsi izolati iz sklopa MAC občutljivi za 
makrolide in aminoglikozide, medtem ko se pri izolatih sklopa MABSC pojavi odpornost 
proti makrolidom, vsi pa so občutljivi za aminoglikozide. Vsi izolati podvrste  
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M. abscessus subsp. bolletii (n=5; 100 %) in 92,3 % (n=24) izolatov M. abscessus subsp. 
abscessus zajetih v našo študijo je bilo odpornih proti makrolidom.  
 
Preglednica 14: Prisotnost genov erm (41), rrl in rrs pri izolatih iz sklopa Mycobacterium avium in 
Mycobacterium abscessus in odpornost proti makrolidom in aminoglikozidom (MA= makrolidi; AG= 
aminoglikozidi; wt= divji tip; /= ni podatka) 
Gen/ 
odpornost 
M. intracellulare 
(%) 
M. 
chimaera 
(%) 
M. abscessus 
subsp. abscessus 
(%) 
M. abscessus 
subsp. bolletii 
(%) 
M. abscessus 
subsp. 
massiliense  
(%) 
erm (41) T28 / / 24 (92,3) 5 (100) 3 (100) 
erm (41) C28 / / 2 (7,7) 0 0 
rrl wt 53 (100) 49 (100) 26 (100) 5 (100) 3 (100) 
rrl MUT 0 0 0 0 0 
rrs wt 53 (100) 49 (100) 26 (100) 5 (100) 3 (100) 
rrs MUT 0 0 0 0 0 
Odporen proti 
MA 
0 0 24 (92,3) 5 (100) 0 
Občutljiv za 
MA 
53 (100) 49 (100) 2 (7,7) 0 3 (100) 
Odporen proti 
AG 
0 0 0 0 0 
Občutljiv za 
AG 
53 (100) 49 (100) 26 (100) 5 (100) 3 (100) 
4.2 RAZLIKOVANJE SEVOV - IZOLATOV MIKOBAKTERIJ Z METODO ERIC-PCR 
 
Slika 9 prikazuje dobljene produkte pomnoževanja mikobakterijske DNA z začetnimi 
oligonukleotidi ERIC1 in ERIC2R na agaroznem gelu. Produkte smo osvetlili z UV svetlobo. 
Na agarozni gel smo nanesli vzorec reakcije PCR na enem predstavniku za vsako 
mikobakterijsko vrsto sklopa MAC in MABSC in pozitivno (PK), negativno kontrola (NK) in 
standardno lestvico DNA 100 bp (L). Iz slike je razvidno, da ima vsaka mikobakterijska vrsta 
svoj edinstven profil. Pridobljeni produkti so bili v večini primerov šibko vidni. V preglednici 
15 pa je prikaz, kako se med seboj razlikujejo posamezni sevi znotraj bakterijske vrste. Na 
podlagi slike 9 in preglednice 15 lahko zaključimo, da metoda ERIC-PCR do določene mere 
razlikuje mikobakterijske vrste in seve med seboj. 
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Slika 9: Prikaz rezultatov pomnoževanja mikobakterijske DNA z začetnimi oligonukleotidi ERIC1 in ERIC 2R 
(na sliki od leve proti desni: PK= pozitivna kontrola (E. coli), NK= negativna kontrola (voda) , 4726/11=  
M. abscessus subsp. bolletii, 7504/12= M. abscessus subsp. abscessus, 297/13= M. abscessus subsp. massiliense, 
5281/16= M. chimaera, 1683/16= M. intracellulare in L= standard DNA 100 bp lestvica) 
V preglednici 15 so predstavljeni rezultati, pridobljeni z metodo ERIC-PCR. V preglednici je 
prikaz velikosti dobljenih produktov in intenziteta fragmentov vidnih pod UV svetlobo na 
agaroznem gelu. Izolati, ki so pripadali sklopu M. avium (n=15) so bili identificirani z 
diagnostičnim testom GenoType NTM-DR (Hain Lifescience GmbH) kot vrste M. avium 
(n=3), M. intracellulare (n=9) in M. chimaera (n=6), kjer je vsak izolat pripadal različnemu 
bolniku. Izolati, ki smo jih uporabili iz sklopa MABSC (n=16), so pripadali vsem trem 
podvrstam (M. abscessus subsp. massiliense (n=3), M. abscessus subsp. abscessus (n=10) in 
M. abscessus subsp. bolletii (n=3)), pri katerih pa so bili izolati v nekaterih primerih odvzeti 
iz istega bolnika v različnih časovnih obdobjih. S tem smo želeli preveriti ali se pri istem 
bolniku v različnem časovnem obdobju pojavi isti sev. Vsak izolat vrste iz sklopa MAC  
je različen sev, prav tako to velja za izolate iz sklopa MABSC, med katerimi so izjema tisti 
izolati, ki so odvzeti iz istega bolnika v različnih časovnih obdobjih. Pri treh bolnikih se 
pojavi isti sev, pri enem pa se seva, ki smo ju vzeli ob različnem času, razlikujeta. V večini 
primerov so intenzitete dobljenih fragmentov zelo šibke in je bila interpretacija fragmentov 
težavna. 
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Preglednica 15: Oznake izolatov in pripadajoče velikosti produktov (število baznih parov), pridobljenih z 
metodo ERIC-PCR 
(    = močno vidni produkti;    = srednje vidni produkti;    = šibko vidni produkti;   = M. avium;    = M. chimaera; 
     =M. intracellulare;    = M. abscessus subsp. massiliense;    = M. abscessus subsp. abscessus;   = M. abscessus 
subsp. bolletii; bp= število baznih parov) 
 
 
Velikost 
produkta (bp)/ 
oznaka izolata 
1
6
0
0
 
1
2
0
0
 
1
1
0
0
 
1
0
0
0
 
9
0
0
 
8
0
0
 
7
0
0
 
6
0
0
 
5
0
0
 
4
0
0
 
3
5
0
 
3
0
0
 
2
5
0
 
2
0
0
 
1
5
0
 
1
0
0
 
ATCC 25291                 
5987/09 (A126)                 
5295/16 (A127)                 
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5 RAZPRAVA 
Poleg hitrega naraščanja števila poznanih vrst v rodu Mycobacterium, sta se poimenovanje in 
sistematika posameznih vrst znotraj rodu v zadnjih 20 letih zelo spreminjala. Od leta 1992, ko 
je bakterija M. abscessus dobila status vrste in ne podvrste vrste M. chelonae, do 2013, je 
znotraj sklopa MABSC prišlo do številnih sprememb (slika 4). Vzrok za spremembe v 
poimenovanju je hiter razvoj molekularnih metod, ki omogočajo razlikovanje posameznih 
vrst na podlagi genotipa (Lee in sod., 2015). Po svetu so postali dostopni diagnostični 
kompleti, ki omogočajo ločevanje M. intracellulare od M. chimaera in ločevanje posameznih 
podvrst znotraj sklopa M. abscessus.  
 
V Sloveniji imamo Nacionalno zbirko mikobakterijskih izolatov Slovenije Laboratorija za 
mikobakterije Klinike Golnik, katere izolati še niso bili identificirani z novim diagnostičnim 
kompletom GenoType NTM-DR (Hain Lifescience GmbH), ki omogoča ločevanje prej 
omenjenih vrst. Z našo raziskavo smo želeli preveriti, koliko od prej identificiranih slovenskih 
izolatov M. intracellulare je danes prepoznanih kot nova vrsta M. chimaera in katera podvrsta 
sklopa MABSC je najpogosteje zastopana v Sloveniji. V študijo smo zajeli 139 slovenskih 
izolatov, pridobljenih iz Nacionalne zbirke mikobakterijskih izolatov Laboratorija za 
mikobakterije Klinike Golnik, izoliranih iz kliničnih vzorcev bolnikov. Analiza je bila 
pretežno retrospektivna, saj smo zajeli izolate iz obdobja od januarja 2007 do septembra 
2016. Izkazalo se je, da vrsti M. chimaera pripada 48,5 % izolatov, 51,5 % pa vrsti  
M. intracellulare. Na podlagi naše analize rezultatov smo postavili hipotezo, da je vrsta  
M. chimaera manj virulentna, ker so izolati manj pogosto (6,1 %) klinično pomembni, med 
tem ko je bilo kar 28,9 % izolatov M. intracellulare klinično pomembnih. Schweickert in sod. 
(2008) so izvedli študijo nemških izolatov M. intracellulare, ki je pokazala, da je kar 86 % 
izolatov, ki so prvotno bili vrsta M. intracellulare, vrsta M. chimaera in le 3,3 % je bilo 
klinično pomembnih. To je ravno nasprotno kot so sprva trdili Tortoli in sod. (2004), ko so 
opisali novo vrsto M. chimaera, da naj šlo za visoko virulentno vrsto. 
 
Z našo retrospektivno raziskavo slovenskih izolatov sklopa M. abscessus (n=29) iz obdobja 
od januarja 2007 do septembra 2016 smo dobili vpogled, katera od podvrst prevladuje v naši 
državi. Med vrstami sklopa MABSC prevladuje podvrsta M. abscessus subsp. abscessus, ki 
predstavlja 79,3 % vseh izolatov, vrsti M. abscessus subsp. bolletii in M. abscessus subsp. 
massiliense se redko pojavita in vsaka predstavlja 10,3 % izolatov. Naši rezultati so 
primerljivi z raziskavami iz ZDA, Nizozemske in Francije, kjer je delež M. abscessus subsp. 
abscessus med 60 in 67 %. Popolnoma nasprotno je na Japonskem, Tajvanu in Koreji, kjer je 
že samo število izolatov sklopa MABSC višje kot v zahodnem svetu, poleg tega pa sta  
M. abscessus subsp. abscessus in M. abscessus subsp. massiliense prisotna v enakem deležu, 
medtem ko je vrsta M. abscessus subsp. bolletii redko izolirana (1–3 %) (Koh in sod., 2014). 
Naša hipoteza je bila, da je vrsta M. abscessus subsp. bolletii najredkeje zastopana med 
slovenskimi izolati bakterij iz sklopa M. abscessus. Hipotezo smo ovrgli, saj naši rezultati 
Truden S. Razlikovanje mikobakterij iz sklopa M. avium in M. abscessus ter določanje občutljivosti za … protimikrobna sredstva. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 48 
 
kažejo, da je vrsta M. abscessus subsp. bolletii izolirana v enakem številu kot M. abscessus 
subsp. massiliense. Rubio in sod. (2015) so zajeli 16 španskih kliničnih izolatov, ki so 
pripadali sklopu MABSC iz obdobja 1995–2015. Njihovi rezultati kažejo precej visoko 
zastopanost (25 %) vrste M. abscessus subsp. bolletii, v primerjavi z ostalimi študijami, kjer 
se pojavlja ta vrsta redko pojavlja (1–3 %).  
 
Zdravljenje in testiranje občutljivosti NTM je v svetu tako rekoč šele v začetni fazi. Tako so 
danes še vedno veljavne in največkrat uporabljene svetovne smernice Ameriškega torakalnega 
združenja iz leta 2007. Te priporočajo za zdravljenje mikobakterioz večmesečno uporabo 
kombinacije 3–4 protimikrobnih sredstev. Medtem ko za testiranje občutljivosti še vedno 
priporočajo pri izolatih iz sklopa M. avium samo testiranje na klaritromicin, je po teh 
smernicah zdravljenje mikobakterioz v večini primerov empirično - glede na vrsto 
mikobakterij, ki jo osamimo iz kužnin bolnika. V letošnjem letu pričakujemo izid novih 
smernic ATS, ki bodo prav gotovo prinesle precej sprememb tudi na tem področju. Ravno 
zato je za zdravljenje okužb z bakterijami iz sklopa MAC in MABSC, poleg natančne 
identifikacije vrst, pomembno tudi odkrivanje mutacij v genih, ki posredujejo odpornost. S 
pomočjo testa GenoType NTM-DR (Hain Lifescience GmbH) smo ugotovili, da 92,3 % 
slovenskih izolatov M. abscessus subsp. abscessus in vsi izolati M. abscessus subsp. bolletii 
imajo mutacijo v genu erm(41), zaradi česar pri vseh teh izolatih lahko pride do inducibilne 
odpornosti proti makrolidom. Lee in sod. (2014) so izvedli študijo 157 korejskih kliničnih 
izolatov M. abscessus subsp. abscessus, kjer so testirali inducibilno odpornost proti 
makrolidom zaradi mutacije v genu erm(41). Ugotovili so, da 66,8 % izolatov vsebuje 
mutacijo v genu erm(41) na poziciji 28, kjer je prisoten timin namesto citozina, kar se kaže 
kot inducibilna odpornost proti makrolidom. Yoshida in sod. (2013) so testirali 90 izolatov M. 
abscessus subsp. abscessus in 82 izolatov je imelo inducibilno odpornost proti makrolidom. 
Rubio in sod. (2015) so analizirali 16 španskih izolatov sklopa M. abscessus med katerimi je 
bilo 68,8 % takih, ki so imeli timin na mestu 28 v genu erm(41) in so bili inducibilno odporni 
proti makrolidom.  
 
Odpornost proti makrolidom lahko tudi posreduje mutacija v genu rrl, ki je prisotna pri 
mikobakterijah iz sklopa MAC in MABSC, vendar niti v enem primeru naših izolatov nismo 
odkrili te mutacije. Naši rezultati so skladni s študijo, ki so jo izvedli Rubio in sod. (2015), 
kjer noben od 16 izolatov sklopa M. abscessus ni imel mutacije v genu rrl. So pa sicer znani 
podatki iz Koreje in Japonske, kjer mutacija v genu rrl prisotna pri 2,7–28,6 % izolatov. 
Aminoglikozidna odpornost je posredovana z mutacijo v genu rrs, vendar nihče od naših 132 
izolatov ni imel te mutacije. Na Kitajskem so izvedli študijo 52 kliničnih izolatov  
M. intracellulare, med katerimi je bilo 16 izolatov odpornih proti amikacinu (aminoglikozidni 
antibiotik) in od teh jih je imelo 62,5 % mutacijo v genu rrs (Zhao in sod., 2014) 
 
Bolniki s CF so dnevno izpostavljeni številnim patogenom, ki povzročajo okužbe dihal. V 
zadnjih letih se vse pogosteje pojavljajo med povzročitelji okužb tudi NTM. Enajst naših 
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izolatov je pripadlo 6 bolnikom s CF. Štirje bolniki so imeli izolirano vrsto M. abscessus 
subsp. abscessus in vsi izolati so imeli prisotno mutacijo v genu erm(41) T28, ki posreduje 
odpornost proti makrolidom. Trije bolniki so imeli izolirano vrsto M. chimaera. Pri enem 
bolniku smo izolirali obe vrsti. Izolati vrste M. abscessus subsp. abscessus so klinično 
pomembni, medtem ko je enkratna izolacija vrste M. chimaera iz kliničnega vzorca posledica 
naključne kontaminacije vzorca. Noben izmed naših izolatov ni bil odporen proti 
aminoglikozidom. Kakšna je prevalenca NTM v kliničnih vzorcih med slovenskimi bolniki s 
CF ni znano, medtem ko v svetu se giblje od 5–20 %. Natančna identifikacija podvrst sklopa 
MABSC je za bolnike s CF zelo pomembna, saj je izid zdravljenja odvisen od podvrste, ki je 
izolirana iz kužnine. Bolniki s CF so pogosto že izpostavljeni različnim koncentracijam 
makrolidov in je večja verjetnost, da zdravljenje mikobakterioze z makrolidi ne bo uspešno 
(Floto in sod., 2016). 
 
Metodo ERIC-PCR smo uporabili na mikobakterijskih izolatih in preverili ali je metoda 
uspešna pri ločevanju mikobakterijskih sevov med seboj. V naši raziskavi smo uporabili 
protokol pomnoževanja DNA za metodo ERIC-PCR, kot so ga uporabili Sampaio in sod. 
(2006), kjer je temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov 52 °C (preglednica 11). 
Protokol pomnoževanja, ki je ustrezen za E. coli, se je za mikobakterije izkazal kot 
neučinkovit, saj nismo dobili produktov na gelu. Priprava lizatov je potekala različno za vrste 
iz sklopa MAC in MABSC. Za pripravo ekstraktov DNA izolatov sklopa MAC smo lizirali 
celice z visoko temperaturo (95 °C) in sonikacijo. Pri izolatih iz sklopa 
MABSC smo pridobili DNA z metodo izolacije kromosomske DNA s CTAB. Tako pri 
bakterijah iz sklopa MAC kot pri MABSC smo dobili na gelu šibko vidne fragmente, so bili 
pa dovolj kompleksni, da so nam omočili razlikovati mikobakterijske vrste in seve ter izolate 
med seboj. Vsak naš izolat vrste iz sklopa MAC je različen sev, saj se vsak vzorec fragmentov 
na agaroznem gelu razlikuje med seboj. Metoda ERIC-PCR loči tudi izolate iz sklopa 
MABSC med seboj. Pri izolatih, ki so bili pridobljeni iz enega bolnika v različnih letih, smo 
preverili ali se pojavlja isti sev. Pri 3 od 4 bolnikov se je pojavjal isti sev, pri enem pa sta se 
izolata razlikovala in sta torej bila vsak svoj sev. Iz preglednice 15 vidimo, da se pri vseh 
vrstah sklopa MABSC pojavi fragment velikosti 800 bp. Pri izolatih sklopa MAC sta 
najpogosteje prisotna fragmenta velikosti 400 bp in 300 bp. Metodo ERIC-PCR so prvi 
uporabili na mikobakterijah Sechi in sod. (1998), kjer so pokazali, da se sevi M. tuberculosis 
izolirani iz istega bolnika ločijo med seboj. Dobili so produkte v velikosti od 140 bp do 2 kb.  
 
Pomnožki genoma pridobljeni z začetnimi oligonukleotidi ERIC1 in ERIC2R so bili na 
agaroznem gelu šibko vidni je bila interpretacija fragmentov težavna, poleg tega bi bilo 
potrebno ponoviti več reakcij, da bi preverili ponovljivost naših rezultatov in s tem bi 
preverili ali bi dobili enak profil za isti izolat ali bi se profili razlikovali in bi to kazalo, da 
metoda ERIC-PCR pri mikobakterijah deluje kot RAPD. Englund S. (2003) je testirala 
metodo ERIC-PCR na M. avium subsp. paratuberculosis in pokazala, da ERIC-PCR deluje 
kot RAPD PCR in ne kot pravi rep-PCR, saj so razdalje med tarčnimi ponavljajočimi 
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zaporedji večje, kot so dobljene dolžine pomnoženih DNA fragmentov. Za RAPD se običajno 
uporabljajo temperature prileganja začetnih oligonukleotidov pod 45 °C, pri ERIC-PCR pa je 
zaželjeno, da so temperature višje, saj se s tem izognemo nespecifičnim produktom. Pokazali 
so, da ERIC-PCR predstavlja visoko ponovljiv RAPD. Dobili so profile zelo neodvisne od 
spreminjanja parametrov kot je koncentracija Mg
2+
, dNTP, začetnih oligonukleotidov in Taq 
DNA polimeraze. Vse to je ravno nasprotno od RAPD, kjer spremembe v koncentracijah zelo 
vplivajo na rezultate. Prav tako so dobili rezultate neodvisne od metode izolacije oziroma 
ekstrakcije DNA. Dobljeni produkti so bili v velikosti od 150 bp do 2200 bp (Englund S., 
2003). ERIC-PCR metodo so uporabili na kliničnih izolatih M. fortuitum, pri katerih se je 
izkazala za metodo z visoko diskriminatorno močjo v primerjavi z RAPD, saj so se izolati 
razdelili v 6 gruč, pri RAPD pa samo v tri (Khosravi in sod., 2015). Naša študija je bila 
opravljena na relativno majhnem številu vzorcev, zato bi bilo potrebno nadaljnjo testiranje in 
optimizacija metode, da bi preverili ponovljivost in izboljšali intenziteto fragmentov 
dobljenih na gelu.  
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6 SKLEPI 
 Retrospektivna analiza 102 slovenskih izolatov, ki smo jih s testom GenoType CM/AS 
(Hain Lifescience GmbH) prepoznali kot M. intracellulare, je pokazala, da jih 49 
pripada vrsti M. chimaera in 53 vrsti M. intracellulare, kar nakazuje, da je vrsta  
M. chimaera precej pogosto izolirana iz kužnin bolnikov v Sloveniji. 
 
 Analiza naših rezultatov je pokazala, da so slovenski izolati M. intracellulare bolj 
pogosto klinično pomembni, kot izolati vrste M. chimaera, kar nakazuje na manjšo 
virulentnost izolatov M. chimaera. 
 
 Med slovenskimi izolati sklopa MABSC je najpogosteje izolirana podvrsta  
M. abscessus subsp. abscessus, medtem ko sta vrsti M. abscessus subsp. massiliense 
in M. abscessus subsp. bolletii zastopani precej redkeje in v enakem številu.  
 
 Vsi izolati M. abscessus subsp. bolletii in 92,7 % izolatov M. abscessus subsp. 
abscessus imajo prisotno mutacijo v genu erm(41) T28, kar kaže, da se v Sloveniji 
pogosto pojavlja inducibilna odpornost na makrolide med omenjenimi vrstami. 
 
 Vsi slovenski izolati sklopa MAC in MABSC zajeti v našo raziskavo, so bili občutljivi 
za aminoglikozide. 
 
 Z metodo ERIC-PCR lahko ločimo mikobakterijske vrste in seve ter izolate med 
seboj, vendar je interpretacija rezultatov težavna in potrebno bi bilo preverit 
ponovljivost metode.  
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7 POVZETEK 
Rod Mycobacterium sestavljajo poleg sklopa MTBC in Mycobacterium leprae tudi NTM, 
katerih število poznanih vrst danes hitro narašča. Za mikobakterije je značilno, da imajo 
lipidno celično steno, katera vsebuje mikolno kislino, ki je odgovorna za počasno bakterijsko 
rast, odpornost proti številnim protimikrobnim sredstvom in obstojnost mikroorganizmov v 
okolju. Številne vrste niso sposobne povzročiti bolezni pri človeku, vsaj 25 je pa takih, ki 
lahko povzročajo bolezenske znake pri ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom. Rezervoar 
za okužbo z NTM je okolje. Vrste iz sklopa Mycobacterium avium in Mycobacterium 
abscessus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium kansasii in Mycobacterium chelonae, 
so danes najpogostejši povzročitelji mikobakterioz. Za postavitev diagnoze mikobakterioze je 
potrebno upoštevati mikrobiološke kriterije skupaj z ustrezno klinično sliko in slikovnimi 
radiološkimi prikazi. Zdravljenje mikobakterioz je dolgotrajno, zahteva uporabo več 
protimikrobnih sredstev hkrati in pogosto tudi neučinkovito zaradi odpornosti NTM proti 
številnim protimikrobnim sredstvom. Za zdravljenje se uporablja kombinacija več 
protimikrobnih sredstev, med drugimi tudi makrolidi in aminoglikozidi, vendar se v zadnjem 
času pojavljajo številni sevi, ki imajo mutacije v genih, ki posredujejo odpornost proti tem 
ključnim antibiotikom.  
 
Taksonomija znotraj sklopov MAC in MABSC se je v zadnjem času zelo spreminjala. Sklop 
MAC je pridobil novo vrsto Mycobacterium chimaera, ki jo lahko ločimo od Mycobacterium 
intracellulare z diagnostičnim kompletom GenoType NTM-DR (Hain Lifescience GmbH). Z 
omenjenim testom lahko ločimo med seboj tudi 3 podvrste sklopa Mycobacterium abscessus. 
Test temelji na ekstrakciji DNA, PCR reakciji, vezavi pomnožene DNA na membrane in 
detekciji DNA z reakcijo encim - substrat. Na slovenskih izolatih še nihče ni izvedel tako 
obsežne retrospektivne analize s tem diagnostičnim kompletom. Ker imamo v Sloveniji 
Nacionalno zbirko mikobakterijskih izolatov v Laboratoriju za mikobakterije na Kliniki 
Golnik, smo se odločili opraviti študijo na slovenskih izolatih, izoliranih iz kužnin bolnikov 
med januarjem 2007 in septembrom 2016. Rezultati kažejo, da v Sloveniji predstavlja 
bakterija M. chimaera 48,5 % izolatov, 51,5 % pa vrsta M. intracellulare, ki pa je pogosteje 
klinično pomembna. Analizirali smo tudi izolate sklopa MABSC iz enakega obdobja. Med 
slovenskimi izolati prevladuje podvrsta Mycobacterium abscessus subsp. abscessus podobno 
kot v drugih državah zahodnega sveta, medtem ko sta v Aziji Mycobacterium abscessus 
subsp. massiliense in M. abscessus subsp. abscessus zastopana v podobnem razmerju. Vrsta 
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii se med slovenskimi izolati pojavlja enako pogosto 
kot M. abscessus subsp. massiliense, kar je v nasprotju z ostalimi deli sveta, kjer je redkeje 
izolirana od vrste M. abscessus subsp. massiliense (1–3 %). 
 
Ker se število okužb povečuje po vsem svetu, je vedno bolj pomembno, da so smernice za 
njihovo zdravljenje natančno opredeljene. Trenutno veljavne smernice je izdalo Ameriško 
torakalno združenje leta 2007, ki ne vključuje številnih spoznanj, ki so danes v uporabi. 
Primer je gen erm(41), ki posreduje inducibilno odpornost proti makrolidom, prisoten je pa 
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pri vrstah M. abscessus subsp. abscessus in M. abscessus subsp. bolletii. Natančna 
identifikacija vrst iz sklopa M. avium in M. abscessus je pomembna za izbiro in potek 
zdravljenja okužb, saj vrste iz sklopa MABSC lahko vsebujejo inducibilni gen erm(41), ki 
posreduje odpornost proti makrolidom. Ugotovili smo, da večina slovenskih izolatov sklopa 
MABSC vsebuje mutacijo v genu erm(41), kar pomeni, da so izolati odporni proti 
makrolidom. Številni bolniki s CF dobivajo terapijo z makrolidi in velika verjetnost je, da ob 
okužbi z bakterijami iz sklopa MABSC makrolidni antibiotiki pri njih ne bodo delovali, ker 
so že razvile zaradi selekcijskega pritiska mutacijo v genu erm(41). 
 
ERIC-PCR je metoda, s katero pomnožimo odseke genoma med zaporedji ERIC in s pomočjo 
gelske elektroforeze dobimo različne profile značilne za posamezen izolat/sev. Metoda je bila 
zasnovana na Escherichia coli in njeno uporabnost so poskusili tudi na številnih drugih 
vrstah. Pokazali smo, da nekoliko spremenjena metoda deluje na mikobakterijah in omogoča 
ločevanje sevov med seboj, vendar je sama uspešnost reakcije odvisna od izolacije DNA in 
interpretacije fragmentov, ki je lahko težavna, saj je večina le teh na gelu, šibko vidnih. 
Današnje metode genotipizacije čedalje pogosteje temeljijo na sekvenciranju genoma, ki je 
zagotovo najbolj zanesljiva metoda za primerjavo in analizo genotipov med seboj.  
 
Z našo študijo, ki je po znanih podatkih literature iz Slovenije, prva retrospektivna analiza 
izolatov sklopa MAC in MABSC na nivoju celotne države, smo dobili vpogled v zastopanost 
nekaterih vrst NTM v Sloveniji. NTM danes postajajo vedno bolj prepoznavne zlasti zaradi 
številnih mehanizmov odpornosti proti najpomembnejšim protimikrobnim sredstvom, ki 
povzročajo težave pri zdravljenju okužb. Ker so NTM okoljski mikroorganizmi, smo stalno 
izpostavljeni določenim koncentracijam mikrobov v okolju, tako da je težko najti načine s 
katerimi bi preprečili stik z njimi. Lahko pa strmimo k razvoju učinkovitih protimikrobnih 
sredstev in krepitvi lastnega imunskega sistema, ki nas vsakodnevno zaščiti pred okužbami z 
okoljskimi, sicer oportunistično patogenimi, netuberkuloznimi mikobakterijami.  
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